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Zur Kenntnis der relativen Spezifitat 
der esterspaltenden Enzyme. 


(VI. Mitteilung ') zur Kinetik der Esterhydrolyse durch Enzyme.) 


Von 
Eugen Bamann und Eberhard Rendlen. 


Mit 2 Figuren im Text. 
(Aus der Pharmazeut. Abteilung des Chemischen Laboratoriums der Universitat Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. November 1935.) 


Theoretischer Teil. 


Um die merkwiirdige Tatsache zu erkliren, daB eine Reihe 
saurer Ester (der Oxal-, Bernstein-, Phthal- und Fumarsiure) 
on Esterasen nicht gespalten werden, hat J. H. Kastle?) seinen 
Ergebnissen die Auffassung zugrunde gelegt, ,that lipase cannot 
form combinations with ions but only with molekules“, Die Un- 


M@virksamkeit der Esterase gegeniiber den genannten Substraten 


wurde also mit deren elektrolytischer Dissoziation zu er- 
kliren versucht. Fiir diese Auffassung spriiche auch, daB Mono- 
ester, in chemisch indifferente Derivate iibergefiihrt, spaltbar wiirden. 
Wihrend beispielsweise der Monoithylester der p-Sulfobenzoesiure 
als enzymatisch nicht spaltbar gefunden wurde, lieB sich der Ester 
der p-Sulfamin benzoesiure enzymatisch verseifen. Die Allgemein- 
viltigkeit dieser Annahme wurde indes durch den Nachweis wider- 
leet, daB im Falle der Adipinsiure sowoll der Diithylester wie 
auch der Monoithylester enzymatisch gespalten werden kénnen’). 
Auf Grund dieser Tatsachen fihren D. A.Mc Ginty und 
H, B. Lewis‘) das Versagen der Hydrolyse von saurem Malon- 
siureester nicht auf Ionisation der Estersalze und Unfihigkeit 
der Lipase, sich mit Ionen zu verbinden (Kastle), zuriick, sondern 


1) V. Mitteilung, Diese Z. 222, 121 (1933). 

2) Amer. chem. J. 27, 481 (1902). 

9) A. A. Christman u. H. B. Lewis, J. of Biol. Chem. 47, 495 (1921); 
E.C. Hyde u. H. B. Lewis, J. of Biol. Chem. 56, 7 (1928). 

4) J. of Biol. Chem. 67, 567 (1926). 
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auf die Eigenart festerer Bindung der zweiten Athylgruppe de} 
Diathylmalonats: Ein Erklirungsversuch, der keine tiefere Be. > 
griindung der experimentellen Ergebnisse darstellt! 

Vor einigen Jahren haben wir nun Befunde erhoben!), dic} 
dieses interessante Problem in ein neues Licht riicken. Gleich. 
zeitig erfahren aber dadurch auch unsere Kenntnisse von den 
tieferen Griinden, die dem Wirkungsmechanismus bei der enzy. § 
matischen Esterhydrolyse zugrunde liegen und welche die Er. 
scheinung der sogenannten relativen Spezifitait dieser § 
Enzyme bedingen, eine Férderung: Wir wiesen nach, daB von f 
einer Reihe gepriifter Lactide nur das der Milchsiure und da; 
der Glykolsiure — nennenswert allerdings nur das erstere — enzy. § 
matisch spaltbar sind, wahrend das Diphenylglykolid, das Benzilid, § 
das Tetrasalicylid und Polysalicylid véllig unangegriffen bleiben, § 
Ferner wurden auch einfache Esteranhydride, die Lactylmilch- f 
siure, die Acetylmandelsadure, die Acetylsalicylsiiure und die Sali- 
cylosalicylsiiure, als enzymatisch nicht zerlegbar gefunden. Diese 
Feststellungen sind durch den Nachweis vertieft worden, daB die 
Nichtspaltbarkeit dieser Ester auf mangelnder Affinitat der 
Organlipasen zu diesen Verbindungen beruht. 

Die Beobachtung, daf das Glykolid mifig, das Lactid 
(Dimethylglykolid) gut, das Diphenylglykolid, das Benzilid und 
Salicylid, ebenso die Esteranhydride von der Art der Lactylmilchsiure 
gar nicht gespalten werden, fiihrte uns unter Beriicksichtigung der 
unzulinglichen Affinitit der nicht spaltbaren Substrate zu der 
Vorstellung, daB ,das Enzymbindungsvermégen der Estergruppe 
eines Substrates von dem elektrochemischen Charakter der in 
ihrer Nahe sich befindenden Gruppen maBgeblich beeinfluBt wird“. 

Diese Hypothese lieB auch die oben erwihnten Ergebnisse 
iiber die wechselnde Spaltbarkeit der untersuchten sauren Ester 
verstehen: Die sauren Ester sind ahnlich wie die Lactylmilchsiiure 
affinititslos gegeniiber dem Enzym und unspaltbar, solange der 
HinfluB der freien Carboxylgruppe geniigend zur Wirkung kommt. 
Wird er abgeschwicht, etwa durch gréBere Entfernung des Carb- 
oxyls von der Estergruppe, so wird auch dieses Substrat der 
Hydrolyse zuginglich. 

Diese fruchtbare Hypothese wird nun durch neue 
Messungsergebnisse sowie durch eine neue Erkenntnis 
in ihrer Bedeutung weiter gefestigt. Die Messung der 
Affinititen der sauren Ester der Adipin- und Bernsteinsiure 
sowie ihrer Amide ergeben niimlich, daB 
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1. die Affinitat des sauren Esters der Adipinsiure gréBer 
ist als die Affinitét des Bernsteinsdureesters, 

2. diejenige des Amids des Adipinsiureesters jene des Amids 
des Bernsteinsiureesters iibertrifft, ; 

3. die Affinitéten der Amide der sauren Ester wiederum 
grdBer sind als die Affinitaten der entsprechenden sauren Kster. 

Man kann also die Feststellung machen, da’ sowohl mit 
der Zunahme der Entfernung der Carboxylgruppe von der Ester- 
gruppe wie auch durch Abschwiachung ihres elektronegativen 
Charakters infolge ihrer Uberfiihrung in das Siureamid die Affinitat 
des Substrates angestiegen ist. Weiter scheint uns eine neue Er- 
kenntnis fiir die von Bamann, Schweizer und Schmeller ver- 
tretene Hypothese von Wichtigkeit. Entgegen den Befunden aller 
friheren Untersucher konnten wir feststellen, daB auch der saure 
Ester der Bernsteinsaiure sowie der Malonsiure enzymatisch 
spaltbar ist®), Allerdings nicht unter den bisher angewandten 
Bedingungen, namlich in alkalischer oder neutraler Lésung. Die 
Hydrolyse erfolgt allein in saurem Milieu‘). In dem Gebiete der 
Wasserstoffionernkonzentration, bei der die Spaltung erfolgt, liegen 
aber die sauren Ester nicht mehr in ionisiertem, sondern in un- 
dissoziiertem Zustande vor. In Weiterfiihrung der erwihnten Auf- 
fassung von Bamann, Schweizer und Schmeller deuten wir 
dieses Ergebnis dahin, daB der EinfluB des elektrochemischen 
Charakters bestimmter Gruppen noch weitgehend von dem Kin- 
flu8 der elektrischen Ladung bestimmter Gruppen iibertroffen 
wird. Wir machen beispielsweise die Annahme, daf sich die nega- 
tive Ladung der —COO’-Gruppe auf die Reaktionssphire von Estern, 
nimlich die Estergruppe, stirker auswirkt als der elektronegative 
Charakter der —COOH-Gruppe. 

Es ergibt sich demnach folgende Einsicht: Der iibergroBe 
EinfluB der elektronegativen Siuregruppe bzw. der negativen 





5, Damit gewinnt auch ein Versuchsergebnis von W, Langenbeck 
u. J. Baltes [Ber. chem. Ges. 67, 1204 (1934)] eine allgemeinere Bedeutung. 
Bei ihren erfolgreichen Bemihungen, Esterasemodelle zu synthetisieren, 
haben diese Forscher u. a. auch die bisher unbekannte w-Oxy-acetophenon- 
4-carbonsiure dargestellt. Dieses Esterasemodell zeigte einige bemerkens- 
werte Eigenschaften, so auch neben anderen die, daB es entgegen den 
Beobachtungen an friiheren solchen Modellen den sauren Bernsteinsiure- 
ester, wenn auch schwach, so doch deutlich spaltet. 

8) Dieser unerwartete Befund regt an, die Versuche zur Spaltung der 
Esteranhydride von der Art der Lactylmilchsiiure auch im sauren Milieu 
zu wiederholen. 

10* 
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Ladung der —COO’-Gruppe, der sich auf die Estergruppe in der 
Weise auswirkt, daB sich die Anlagerung der Lipase nicht oder 
nur mit sehr geringer Affinitét vollzieht, kann ausgeschaltet werden, 

1. durch gréBere Entfernung der induzierenden Gruppe von 
der Estergruppe, 

2. durch die Uberfihrung der freien Carboxylgruppe in die 
entsprechende Estergruppe (Diester), 

8. durch Uberfiihrung der freien Carboxylgruppe in ihr ent. 
sprechendes Saureamid, 

4. durch Begiinstigung des undissoziierten Zustandes der 
Carboxylgruppe, also durch Zuriickdringung der elektronegativen 
Wirkung dieser Gruppe. 

Die Darlegungen unter 1. erméglichen nicht nur das Ver. 
stehen der Reaktionsverhiltnisse bei Substraten mit iiblichen 
geraden Ketten, also die Nichtspaltbarkeit von sauren Kstern 
mit kurzer Kettenlinge (im neutralen und alkalischen Gebiet) 
und die Spaltbarkeit entsprechender Monoester langerer Ketten, 
sondern sie werfen auch Licht auf die bisher unverstandenen 
Beispiele der Spaltung von isomeren Estern der cis- bzw. trans- 
Konfigurationen. So sind heute die Ergebnisse einer Untersuchung 
von H. B. Lewis und D. A. Mc Ginty*), daB der Diiithylester der 
Fumarsiure verhiltnismaéBig leicht, derjenige der isomeren Malein- 
siure dagegen sehr schwer spaltbar ist, einer Erérterung zugiinglich. 

Es scheint uns angebracht, darauf hinzuweisen, daB wir uns 
durch die unter Punkt 4 ausgesprochene Annahme nicht in einen 
Gegensatz zu der Auffassung von H. G. Westenbrinck und 
H.M. Romijn’) stellen. Durch die Untersuchungen dieser Forscher 
erscheint es auch uns eine gesicherte T'atsache, daB das p,,-Optimum 
der Spaltung eines sauren Esters nicht mit dem Jonisationsgrad 
zusammenhingt. Wohl aber werden nach unserer Auffassung und 
unseren experimentellen Befunden alle enzymatischen Reaktionen, 
die mit der Estergruppe in Beziehung stehen, maSgeblich von der 
Art und der Entfernung der benachbarten Atomgruppen beeinflubt. 
Wenn also auch das verschiedene p,,-Spaltungsoptimum des Mono- 
iithylesters der Korksiure und der Sebacinsiure (Spaltungsoptimum 
Py = 6,3 bzw. = 7,3) nicht in einer Verschiedenheit der Disso- 
ziationskonstanten der freien Carboxylgruppen dieser Monoithyl- 
ester zu suchen ist), so muB sich doch nach Punkt 1 die Induktion 





”) Arch. Neederland Physiol. 15, 529 (1980). 

8) Die Dissoziationskonstante betriigt nach J. Walker (J. chem. Soc. 
Lond. 61, 696 (1892)] fiir den Fall des Korksiureesters = 0,00146, im Falle 
des Sebacinsiureesters = 0,00143. 
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der COO’-Gruppe infolge ihrer verschieden groBen Entfernung 
yon der Estergruppe verschieden stark auf diese auswirken. Wir 
sind der Ansicht, daB sich diese Auswirkung nun auch in bezug 
auf die Lage des p,,-Spaltungsoptimums zu erkennen gibt. Man 
macht heute fiir die Geschwindigkeit, mit der die Hydrolyse bei 
verschiedener Wasserstoffzahl verlaiuft, die elektrische Ladung 
der Reaktionszwischenprodukte verantwortlich. Von welcher 
Seite diese elektrische Ladung der Reaktionszwischenprodukte 
stammt, kann heute bereits diskutiert werden. 


L. Michaelis®) hat bei verschiedenen Enzymen die p,,-Akti- 
vititskurve ermittelt und aus der Form dieser Kurve und dem 
Wanderungssinne des Enzyms im elektrischen Felde den Schlu8 
gezogen, daB die katalytische Wirkung von einer bestimmten 
Dissoziationsform des Enzyms, nimlich vom Enzymanion, 
Enzymkation oder undissoziierten Enzymmolekiil hervorgebracht 
wird. Demnach bestiinde die p,-Abhingigkeit der enzymatischen 
Hydrolyse in dem Einflu8 auf die Ionisation der Enzymampholyten. 
Diese schéne Erklirung trifft aber nur fiir ganz bestimmte enzy- 
matische Katalysen zu. Denn aus den ausgezeichneten Unter- 
suchungen von J. H. Northrop?) iiber proteolytische Enzyme 
geht hervor, daB die p,,-Aktivitiitskurve je nach den verschiedenen 
KiweiBstoffen verinderlich ist, aber mit der Dissoziationskurve 
der Substrate auffallend iibereinstimmt. Den Befunden der 
genannten Forscher entsprechend wird also die elektrochemische 
Natur der Enzymsubstratverbindung im einen Fall hauptsichlich 
durch die elektrochemische Natur des Enzyms, im anderen durch 
die elektrochemische Natur des Substrates bestimmt. Das erstere 
ist tiberwiegend bei den Carbohydrasen, das letztere bei den 
Proteasen der Fall. Im Falle der Carbohydrasen sind die Substrate 
Nichtelektrolyte, im Falle der Proteasen sind die Substrate dagegen 
amphotere Kérper, die je nach der Wasserstoffzahl den Disso- 
ziationsgrad andern. 


Ks gibt aber noch eine dritte Méglichkeit, nimlich die, daB 
die elektrochemische Natur der Fermentsubstratverbindung sowohl 
von der elektrochemischen Natur des Enzyms wie des Substrates 
bestimmt wird. Diesen Fall sehen wir nun durch unsere Experimente 


*) L. Michaelis u. H. Davidsohn, Biochem. Z. 35, 386 (1911); 60, 
91 (1914); L. Michaelis u. M. Rothstein, Biochem. Z. 110, 217 (1920). 


10) J. gen. Physiol. 3, 211 (1920); 5, 263 (1923). 
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bei den Esterasen verwirklicht!), Ein Beispiel wird dies an. 
schaulich machen: Der saure Methylester der Bernsteinsiure 
wird durch Esterase optimal bei p,, = 5,0, der saure Methylester 
der Adipinsiure optimal bei 5,9 und das entsprechende Bernstein- 
siureamid optimal bei p,, = 7,1 gespalten. Bei diesen 3 Substraten 
steht die Estergruppe nicht unter einem gleichgroBen elektro. 
negativen KinfluB; die Induktion nimmt vielmehr ab und zwar 
im Falle des sauren Esters der Adipinsiure infolge der gréBeren 
Entfernung der beiden mafSgebenden Gruppen voneinander und 
im Falle des Amids des Bernsteinsiureesters durch die Zuriick- 
dringung des elektronegativen Charakters der Carboxylgruppe 
bzw. —COO-Gruppe. Die Esterase hingegen, die wir als Ampho- 
lyten auffassen, wird bei den drei voneinander verschiedenen 
P,-Spaltungsoptima in verschieden dissoziiertem Zustande vor- 
liegen. Daraus ergibt sich nun die schon genannte Schlubfolge- 
rung, daB in diesen Fallen die elektrochemische Natur der Esterase— 
Ksterverbindung von der elektrochemischen Natur beider Reak- 
tionspartner bedingt wird). 


Experimenteller Teil. 


1. Darstellung der Substrate. — Darstellung der Mono- und 
Dimethylester der Malon-, Bernstein-, Glutar- und Adipinsiure. 
Die Darstellung der Gemische aus Mono- und Dimethylester der Malon., 
Bernstein-, Glutar- und Adipinsiure und die Trennung der Gemische in 
den sauren und neutralen Ester erfolgte nach dem von E. E. Blaise und 
A. Koehler’) fiir die Ester der Adipinsiiure angegebenen Verfahren. Die 
benétigten gréBeren Mengen an sauren Estern gewannen wir durch Erhitzen 
des neutralen Esters mit molekularen Mengen der betreffenden Siure gemiii 
den Angaben von E. Fourneau und S. Sabetay™). Unsere Priparate sind 
gekennzeichnet durch folgende Daten: 


11) Ahnlich liegen die Verhiiltnisse bei der Spaltung der Dipeptide 
(J. H. Northrop u. H.S. Simms, J. gen. Physiol. 12, 313 (1928)] sowie bei 
der Hydrolyse der verschiedenen Phosphorsiureester [K. Asakawa, J. of 
Biochem. 11, 143 (1929)}. 

12) In diesem Zusammenhang ist es eine interessante Aufgabe zu priifen, 
ob im Gegensatz zur Saccharase die Affinitit der Esterase zu ihren Sub- 
straten von der Wasserstoffionenkonzentration in ausgepriigter Weise beein- 
fluBt wird. Eine solche Priifung kénnte zweckmiBig an den sauren Estern 
der Adipin- und Bernsteinsiure einerseits und den entsprechenden Amiden 
andererseits ausgefiihrt werden, nachdem wir die Affinitiiten dieser Substrate 
in neutralem Milieu (py = 6,8) bereits festgelegt haben. 

18) Bull. Soc. chim. [4] 7, 218 (1910). 

14) Bull. Soc. chim. [4] 43, 859 (1928); Chem. Z. 1928, II, 2002. 















Dimethylester Monomethylester 





@S an. 
Sein der Malonsiiure . . . Siedep.jo,,,, 72° — 
Weta O , Bernsteinsiure . . » 10mm 80—81° Schmelzp. 58° 
y 9 , Glutarsiure .. . » 12mm 94—95° Siedep. 19 mm 152° 
nstein- a ee 0 0 
, Adipinsiure .. . » 8mm 108—109 » +g 188 
straten 
lektro. — Darstellung der Amide der sauren Bernsteinsiure-, Glutar- 
| gwar giure- und Adipinsiuremethylester. a) Das Amid des sauren Bern- 
_ wv S* §  steinsiuremethylesters liBt sich tiber das Succinimid') nach den An- 
bBeren ' gaben von 8S. Hoogewerff und W. A. van Dorp") gewinnen. 
r und -_  b) Die Amide des sauren Glutar- und Adipinsiuremethyl- 
uriick. esters stellten wir iiber die Siurechloride der sauren Methylester durch 
rupr Umsetzen mit Ammoniak dar. Folgende Versuchsbedingungen fanden wir 
suUpPpe i ll 7 ‘ 
dabei giinstig: Der trockene saure Ester wurde mit der 5 fachen Menge von 
mpho- frisch destilliertem Thionylchlorid 10—12 Stunden am RiickfluBkihler in 
denen MF ciner Glasschliffapparatur bis zum leichten Sieden erhitzt. Nach dem Er- 
» vor- kalten entfernt man das Thionylchlorid durch Absaugen unter ganz gelindem 
folge- Erwirmen. Der Riickstand liefert durch Vakuumdestillation eine wasserklare 
ees leicht bewegliche Fliissigkeit. 
Reak. | (Glutarsdiuremonomethylesterchlorid Siedep.19 mm 91° 
Adipinsiuremonomethylesterchlorid __,, Sum 105°. 
Die Umsetzung der in der 20 fachen Menge absoluten Athers geldsten 
Chloride erfolgte durch 1 stiindiges Einleiten von getrocknetem Ammoniak- 
gas in die tiefgekiihlte Lésung. Der ausfallende weiBe Niederschlag besteht 
- und aus dem jeweiligen Amid vermischt mit Ammonchlorid. Das Amid wird 
Sane zweckmiBbig mit wenig entwissertem Aceton im Extraktionsapparat entzogen. 
lalon-. Beim Abkiihlen des Auszugs und noch mehr beim Versetzen mit absolutem 
he is Ather und tiefer Kiihlung krystallisieren die Amide aus. Wiederholtes 
e und | Losen in wenig leicht erwirmtem Aceton und Versetzen mit Ather ergaben 
Die — ‘teinste Produkte. 
hitzen Bernsteinsiiuremonomethylesteramid Schmelzp. 90° 
remib Glutarsiiuremonomethylesteramid - 79—80° 
2sind Adipinsiuremonomethylesteramid ‘ 94°, 
2. Gewinnung des Enzymmaterials. Als Enzym diente Schweine- 
leberesterase. Die Enzymlésung gewannen wir in tiblicher Weise, indem 
ptide wir die Lebertrockenpriiparate, dargestellt durch Aceton- und Aceton-Ather- 
» hel behandlung, 1 Stunde mit der 50 fachen Menge n/40-Ammoniak extrahierten 
J. of — wd die Ausziige durch Abscheiden eines unwirksamen Niederschlags mittels 
verdiinnter Essigsiure und darauffolgender Dialyse reinigten. 
iifen, § 3. Ausfiihrung der Versuche und Messungsergebnisse. Versuchs- 
Sub- ansatz: Die Spaltungen der Substrate wurden, abgesehen von den Affinitiits- 
eein- messungen, in pufferhaltigen Lésungen ausgefiihrt. Den Versuchsansitzen 
stern & von 50 cem, die 10 cem des jeweiligen Puffergemisches, die Enzymlésung 
biden und das jeweilige Substrat enthielten, wurden zu Beginn und nach Ablauf 
trate it 


*) H. Fehling, Liebigs Ann. 49, 196 (1844). 
*) Rec. Tray. chim. Pays-Bas 17, 197 (1898); Kon. Akad. van Wetensch. 
Amsterdam 1898, 173; Chem. Z. 1899, I, 251. 
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der Versuchszeit eine Titrationsprobe — meistens 10 ccm — entnommen, 
Bei den Versuchen im sauren Bereich erfolgte die Bestimmung des Aciditits. 
zuwachses in der Titrationsprobe durch sofortige direkte Titration mi 
n/5-Kalilauge (Kresolphthalein als Indicator). Bei Versuchen im alkalischen 
Bereich gaben wir die Titrationsprobe zuerst in eine bestimmte Menge 
n/5-Salzsiure und titrierten dann mit n/5-Kalilauge bis zum Umschlag von 
Bromkresolpurpur. Die Differenz im Laugenverbrauch ist ein MaB fiir den 
Aciditétszuwachs. 


Puffergemische: Die Spaltungen wurden in dem Wasserstoffionen. 
bereich von py =2,9—10,4 ausgefiihrt. Hierzu gebrauchten wir folgende 
nach §. P. L. Sérensen"’) hergestellte Puffergemische: 


2,9—4,8: Gemische 1 m-Lésungen von Natriumcitrat u. Salzsdure 


Pu = 

Po = 5,0—6,6: a 1 i. “ - u. Natronlauge 

Pu = 5,9—7,6: - 2,5 - ,, Kaliummonophosphat und 
Natriumdiphosphat 

PH = 8,0—10,4: _,, 2,5 ‘ , Ammoniak und Ammonchlori( 


Messungsergebnisse: 


1. Abhangigkeit des Umsatzes von der Wasserstoffionenkonzen. 
tration. Die Ergebnisse, die wir aus unseren Spaltungsversuchen im Falle 
der sauren Ester der Adipin-, Glutar-, Bernstein- und Malon- 
siure ableiten kénnen, sind folgende: Enzymatisch spaltbar sind die Mono. 
ester aller dieser Siuren. Ihre optimale Spaltbarkeit liegt jedoch nicht bei 
derselben Wasserstoffionenkonzentration des Milieus. Man erkennt eine 
GesetzmiBigkeit, darin bestehend, da8 sich die optimale Spaltbarkeit vom 
Adipinsiureester bis zum Malonsiureester vom sehr schwach sauren Milieu 
bis zum stirker sauren verschiebt'’). Die beste Spaltbarkeit liegt im Falle 
des Adipinsiure- bzw. Glutarsiiure- bzw. Bernsteinsiiure- bzw. Malonsiiure- 
monomethylesters bei py = 5,9, 5,2, 5,0, 4,2. AuBerdem beobachtet man, 
daB die Leichtigkeit der Spaltbarkeit vom Adipinsiureester zum Malon- 
siiureester auffallend stark abnimmt. So betrigt im Falle des Jetzten Sub- 
strates der Acidititszuwachs etwa nur die Hilfte des Wertes des Aciditiits- 
zuwachses beim Adipinsiureester, obgleich die angewandte Enzymmenge 
das 25fache und die Reaktionszeit das 8fache betrugen. Die hohe Wasser- 
stoffionenkonzentration wirkt in diesem Versuch allerdings enzymzerstérend, 
wie wir festgestellt haben. Allein auch bei Beriicksichtigung dieses Um- 
standes bleiben die Unterschiede in der Spaltbarkeit immer noch sehr be- 
deutend. In Tab. 1 haben wir die Spaltungsergebnisse bei den 4 sauren 
Estern und bei wechselnder Wasserstoffionenkonzentration zusammengestellt. 
Die Zusammensetzung der jeweiligen Versuchsansitze, die 50 cem betrugen, 
ist aus den Angaben der Tabelle zu ersehen. In der Tabelle selbst bedeuten 
die angegebenen Zahlen cem n/5-Kalilauge bezogen auf die Titrationsproben 
von jeweils 10 ccm. Bei allen Versuchen der Tabelle handelt es sich um 


17) Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. II], 


S. 615, Leipzig 1929. 
1%) Vgl. die gleichsinnigen Ergebnisse bei der Priifung des p,-Spal- 


tungsoptimums der Monoithylester der Sebacin- bis Glutarsiure. H. G. 


Westenbrinck u. H. M. Romijn’). 
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ommen, 






























mittlere Spaltungsgrade; es wurde 30°/,ige Spaltung der Substrate nie iiber- 


“iditiits. achritten. Z. B. entspricht der Acidititszuwachs von 0,51 ccm n/5-Kalilauge 

on mit — jm Falle des Adipinsdureesters beim optimalen py, einer Spaltung von 15°/,. 

lischen & 

“ing Tabelle 1. | 
70 aaa ‘ 

- den Vergleich der Spaltbarkeit einiger saurer Dicarbonsiiureester | 


bei verschiedenem py. 


Die Versuchsansitze betrugen 50 ccm, die Titrationsproben 10 ccm; als MaB 





























oe fiir den Umsatz sind cem n/5-Kalilauge angegeben. ¢ = 30°). | 
m Substrat Kaliumsalz des sauren Methylesters der 
uge Adipinsiure Glutarsiure |Bernsteinsiure| Malonsiure 
d (0,56 g) 05g) | (0,2 g) (0,2 g) | 
| Enzym 2,1 E.E. 4,2E.E. | 42 EE, 52 E.E. oa 
yo Phosph. ' | 
chlorid Puffer NEE NELGL , ‘NIL_NH. Gl | 10 cem Citrat | 10 ecm Citrat oq 
Vers.-Dauer} 3 Stunden 3 Stunden | 12 Stunden | 24 Stunden 
pnzen. Pu | | | 
n Falle 2.9 el | _ | 0,00 | 0,08 
alon- & 4,2 — | 0,32 | 0,34 0,21 
Mon- §& 4,5 0,25 0,35 — — 
ht bei 4,6 “an | _ | 0,40 | 0,19 
t eine 5,0 -— — | 0,42 0,15 
it vom 5,8 0,40 0,59 | ce eye 
Milieu & mo — | da | — | 7 | 
5,9 0,51 | 0,35 | 0,33 | 0,07 
Fale f 82 020 | Of | = —— | 
siiure- 6,4 0,15 | 0,24 | 0,27 — 
/ nan, & 6,8 0,11 | 0,22 — | — Pou 
Malon- & 7,1 0,10 | 0,19 | it | ss 
) Sub- & i, 0,12 | 0,20 | — | - 4 
ditits- & 8,3 0,13 | = | = | - Bi] 
menge ] 3,9 0,12 | = ss ! 
asser- ; H 
rend, & Ahnlich wie im Falle der Monoester unterscheiden sich auch die biol 
3 Un- py-Optima der Spaltung bei den Amiden der sauren Dicarbonsiureester. i 
ar bee Auch hier verschiebt sich das Spaltungsoptimum in Richtung der héheren 3 i 
auren [fF  Wasserstoffzahl, wenn die Kettenliinge des Esters abnimmt. Eine weitere | 
stellt. Parallele liegt in der bedeutend schwierigeren Spaltbarkeit dieser Substrate Ral 
‘ugen, —— bei Abnahme der Kettenlinge von 6 auf 4 Kohlenstoffatome (Adipinsiure- i 
leuten — bzw. Bernsteinsiureamid). Vergleicht man nun die Lage der optimalen BB 
roben — Spaltbarkeit der Esteramide mit jenen der entsprechenden sauren Ester, so 
hun §  beobachtet man, daB die Uberfiihrung in das Amid stets eine starke Ver- ‘ah 
| schiebung des py-Spaltungsoptimums in das alkalische Gebiet bewirkt. So ) 
d. Ji], — wird der Adipinsiure-monomethylester optimal bei py = 5,9, das Adipin- 
_ Siure-monomethylesteramid dagegen optimal bei py, = 8,0 gespalten und im 
‘Spal- Falle der Bernsteinsiureester liegen die Werte bei py = 5,0 bzw. 7,1. AuBer- ! 
H. G. — dem bewirkt die Uberfiihrung in das Esteramid eine leichtere Angreifbar- | 


keit des Substrates. Die Amide werden etwa 2—3mal so rasch gespalten 
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wie die ihnen zugrunde liegenden Monoester. Die Ausfiihrung der Versuche 
geschah wie im Falle der Monoester. Die im Optimum erreichten Spaltungs- 


grade liegen um 50 °/,. 


Tabelle 2. 


7 


Vergleich der Spaltbarkeit einiger Amide der sauren Dicarbonsiureester 


bei verschiedenem py. 


(Die Versuchsansiitze betrugen 50 ccm, die Titrationsprobe 10 ccm; als Maj 
fiir den Umsatz sind ccm n/5-Kalilauge angegeben; Puffer: 10 ecm Phosph, 


bzw. NH,-NH,C)). 








Substrat Amid des sauren Methylesters der 
Adipins. (0,2 g) | Glutars. (0,2 g) | Bernsteins. (0,2 ¢ 
Enzym 4,2 E.E. | 4,2 E.E. 21 E.E. 
Vers.-Dauer 45 Minuten 45 Minuten 17 Stunden 








0,00 | Pane 








0,18 | 0,20 0,14 
0,36 | 0,35 0,44 
ai | ae 0,50 
0,49 | 0,42 woe 
0,58 | sm 0,48 
0,68 | 0,40 0,42 
0,64 | 0,35 a 
0,40 0,81 sts 


2. Abhangigkeit des Umsatzes von der Substratkonzentration. 
Die Geschwindigkeit der Esterspaltung verfolgten wir titrimetrisch in putier- 
freien Lésungen bei konstanter Temperatur und Wasserstoffzahl (¢ = 20’, 


Pu = 6,8). 


See oe 


Die Versuchsansiitze bestanden aus 50 cem Reaktionsgemisch, 
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Fig. 1. Abhingigkeit des Umsatzes von der Substratkonzentration. 


Adipinsiuremonomethylester —O—O—O 


Bernsteinsiuremonomethylester —O—O—O 








ersuche 
altungs- 


reester 


als Mag 
Phosph. 


ration, 
1 putier- 
en 90" 


seniiach, 





Zur Kenntnis der relativen Spezifitiit der esterspaltenden Enzyme. 148 


0,02 mg Bromkresolpurpur*”). Bei den Versuchen mit den sauren Estern 
waren 10,2 E.E., bei jenen der Amide 2,1 E.E. notwendig, um ein mit 
n/50-Kalilauge gut meBbares Fortschreiten der Hydrolyse herbeizufiihren. 
Es erwies sich als notwendig, reinstes kohlensiurefreies Wasser zu ver- 
wenden. Uber die gewahlten Konzentrationen der Substrate und den er- 
mittelten Umsatz geben die Angaben der Tab. 3 und 4 Auskunft. Eine 
iibersichtliche Darstellung der Ergebnisse findet sich in den Fig. 1 u. 2. 





Qo00tm 001m Q01m Gim 
T tic T T 





2 
~logl5] 
Fig.2. Abhingigkeit des Umsatzes von der Substratkonzentration. 


Adipinsiuremonomethylesteramid —O—O—O 
Bernsteinsiuremonomethylesteramid —O—O—O 


Daraus lassen sich in der von L. Michaelis und M. L. Menten”) an- 
gegebenen Weise die Dissoziationskonstanten der Esterase—Esterverbindungen 
haw. die Affinititskonstanten 1/K berechnen: 

im Falle des Adipinsiuremonomethylesters . . . . K = 0,00575 1/K = 174 
Bernsteinsiuremonomethylesters . . . K = 0,01000 1/K = 100 
Adipinsiiuremonomethylesteramids . . K = 0,00490 1/K = 204 
Bernsteinsiiuremonomethylesteramids . K = 0,00602 1/K = 166 


Tabelle 3. 


Abhingigkeit des Umsatzes von der Substratkonzentration im Falle 
des Adipin- und Bernsteinsiiuremonomethylesters. 


(Die Zahlen geben an die in 60 Minuten bei py = 6,8 und ¢= 20° in 50 ccm 
durch 10,2 E.E. gebildeten mg Adipin- bzw. Bernsteinsiure.) 


1. Adipinsiiuremonomethylester. 








Molaritit des Esters. 
0,00013 | 0,00065 | 0,0013 | 0,0065 | 0,013 | 0,025 | 0,065 





0,18 | 0,25 




















0,204 | 0,409 | ost6 | 8.124 5,05 | 6,42 | 7,60 | 6,25 | 5,55 





' Uber den EinfluB der Indicator-Farbstoffe auf das Wirkungs- 
vermégen der Esterase und die dadurch notwendige Auswahl der Farbstoffe 
vel. E. Bamann u. M. Schmeller, Diese Z. 194, 1 (1931). 

**) Biochem. Z. 49, 333 (1913). 
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2. Bernsteinsiuremonomethylester. 








| 


Molaritit des Esters. 
0,00016 | 0,0008 | 0,0016 | 0,008 | 0,016 | 0,082 | 0,08 | 0,16 | 0,39 


0,174 | 0,349 | 0,528 








Tabelle 4. 


Abhingigkeit des Umsatzes von der Substratkonzentration im Falle 
des Adipinsdure- und Bernsteinsiiuremonomethylesteramids. 


(Die Zahlen geben an die in 40 Minuten bei py = 6,8 und ¢= 20° in 50 com 


durch 2,1 E.E. gebildeten mg Adipinsiiure- bzw. Bernsteinsiuremonoamid) 


1. Adipinsiiuremonomethylesteramid. 











Molaritit des Esters. 


0,0001 | 0,0005 0,001 | 0,005 | 0,01 | 0,02 | 0,05 | 0,10 | 0,25 














0,292 | 0,486 | 0,774 | 1,170 | 1,849 | 2,34 | 2,90 | 2,72 | 1,15 








2. Bernsteinsiiuremonomethylesteramid. 








Molaritiit des Esters. 


0,00016 | 0,0008 | 0,0016 | 0,008 | 0,016 | 0,082 | 0,08 | 0,16 | 0,32 








0,174 | 0,436 | 0,610 | 0,96 | 1,13 | 1,48 | 2,01 | 1,83 | 1,22 


Der Vereinigung von Freunden der Technischen Hoch- 
schule Stuttgart sprechen wir fiir die Férderung unserer Untersuchung 
herzlichen Dank aus. 
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Uber chemische Vorgange 
bei der Hitzedenaturierung von Eiwei. 


Von 


A. Kiesel und S. Kusmin. 





(Aus dem Laboratorium fiir Pilanzenbiochemie der Universitit Moskau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. November 1935.) 


Uber das Wesen der bei der KiweiBdenaturierung verlaufenden 
chemischen Prozesse ist uns noch wenig bekannt. An erster Stelle 
sind die Angaben iiber eine mehr oder minder ausgesprochene 
Wasserverschiebung in Form einer Hydratation’) oder Dehydra- 
tation?) zu nennen, aus der eine Hydrolyse mit intramolekularer 
Ringéffnung oder eine Anhydrierung mit intramolekularer Ring- 
schlieBung’) entstehen kénnte. Im ersten Falle ist als weiterer 
Schritt eine Hydrolyse mit Abspaltung labilerer Gruppen‘), im 
qweiten eine Polymerisation zu erwarten. Nach den bisherigen 
Beobachtungen ist zwischen beiden entgegengesetzten Prozessen 
nicht zu entscheiden, wobei der Ein- und Austritt von Wasser 
an verschiedenen Stellen des KiweiSmolekiils gleichzeitig vor sich 
gehen kénnte. Der Verlust an Léslichkeit in waBrigen Lésungen 
bei der Denaturierung scheint eher fiir Wasserverlust zu sprechen. 

Kine Abspaltung besonders labiler Gruppen (Tyrosin und 
Tryptophan) wihrend der Hitzedenaturierung wurde von H. Wu 
und D. Wu behauptet, von H. Martin und H. Rees aber auf 
Grund experimenteller Nachpriifung abgelehnt. T. Tadokoro und 
k. Yoshimura‘), sowie T.Tadokoro und 8S. Watanabe’) stellten 


1) H. Chick and C. Martin, J. of Physiol. 40, 404 (1910); 43, 1 (1911); 
4), 61 (1912). 

*) Z.B. D. vy. Klobusitzky, Biochem. Z. 271, 385 (1934); De Jong, 
J.R., Dissertation, Utrecht 1933. 

‘) B. Robertson, The physical chemistry of the Proteins, 1918; E. 
G. Young, Proceed. Roy. Soc. B, 93, 235 (1922); A. Kuthy, Biochem. Z. 
299, 432 (1933); K. Felix u. O. Kahlert, Z. physiol. Chem. 212, 157 (1932). 
Dagegen Ph. St. Lewis, Biochemic. J. 21, 46 (1927). 

*) H. Wu and D. Wu, J. of Biol. Chem. 64, 369 (1925). Dagegen 
.Martin and H. G. Rees, Biochemie. J. 20, 759 (1926). Die vermeintliche 
von M. Lisitzin und N. Alexandrovskaja [Biochem. Z. 264, 35 (1933)] 
besprochene Denaturierung ist nicht als Denaturierung, sondern als durch 
a bewirkte Hydrolyse aufzufassen und kommt hier nicht in 

etracht. 

°) J. of the Fac. of Agricult., Sapporo 25, 117 (1928); Ber. Physiol. 
d1, 206 (1929). 6) Ebenda, S. 133; Ref. ebenda. 
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die Verhiltnisse bei der Denaturierung waBriger Lésungen yo) 
Oryzenin, Glycinin, sowie MuskeleiweiB viel komplizierter dar 
Unter anderem wurde nach Denaturierung der Arginin-, Lysip. 
und Histidingehalt verindert gefunden. Ein Abfall erscheint nich; 
unerwartet, Tadokoro und Mitarbeiter geben aber einen Anstieg 
von Histidin fiir Oryzenin und Glycinin beim Denaturieren ay, 
Solche ,,Histidinsynthese* kénnte zwar als Folge spezitische 
RingschlieBungen angesehen werden!), sie deutet jedoch auf eine 
iiberraschende Weitliufigkeit der hierbei stattfindenden Umgestal. 
tungen hin. 

Da bei der Hydrolyse verschiedener Edestinpraparate you 
uns hiufig im einzelnen abweichende Zahlen erhalten wurden und 
das Edestin bei der Darstellung éfters in gréBerer Menge dena. 
turiert auftrat, verglichen wir durch Erwarmen in waBriger Lisung 
verschieden beeinfluBte Edestinpriparate mit solchen, die ohne 
Temperaturerhéhung erhalten waren. 

Zur Edestindarstellung wurden die zwei gebriuchlichen Methoden von 
T. Osborne angewandt, d.h. das Eiwei® wurde aus entfettetem und von 
Schalen méglichst befreitem Samenmehl einmal bei Zimmertemperatur nit 
10°/, Natriumchloridlésung, das andere Mal mit 3°/, Natriumchloridlésung 
bei 60° extrahiert. In beiden Fillen wurde das Eiweif durch starkes Ver. 
diinnen der Lésung zur Abscheidung gebracht. Gereinigt wurde durch 
3 maliges Umfillen, denaturiert durch Erwirmen der Lésungen bis auf 97! 
und 15 Minuten langes Halten bei dieser Temperatur. Im Laufe von 5 bis 
8 Minuten flockte denaturiertes Eiweif aus, jedoch nicht vollstindig. Ei 
bedeutender Teil des EiweiBes blieb in Lésung; durch Verdiinnen mit Wasser 
wurde dieser Teil gesondert niedergeschlagen. 

Somit wurden 6 EiweiBpriparate erhalten. In der folgenden 
Tab. I sind die mittleren Werte aus den Stickstoff- und Aminosiiuren- 
bestimmungen zusammengestellt*). Die Bestimmungen wurden i1 
der schon éfters beschriebenen Art durchgefiihrt®). 

Zur weiteren Charakterisierung wurden aus Priparaten, (ie 
der Extraktion mit 10°/, Natriumchloridliésung entstammten, die 
Methylesterhydrochloride dargestellt. Letztere sollten zur Be- 
stimmung freistehender Carboxylgruppen dienen. AuBer det 
direkten Analysenzahlen sind in der Tab. II die auf die Kiweil- 





1) Die Synthese des Imidazolringes nach Windaus und Knoop (Ber 
chem. Ges. 38, 1166 (1905)] ist spiiter bei milden Bedingungen von P. Girard 
und J. Parrod, ebenfalls aus Kohlenhydrat (Fructose) und Ammoniak bei 
Katalyse durch Kupferhydroxyd, wiederholt worden. 

2) Prozent der bei 105° bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Eiweil: 


priparate. 
*) Vgl. A. Kiesel u. M. Znamenskaja, Diese Z. 213, 89 (1932). 
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vou Tabelle I. 

dar, | EiweiBanalysen. °%/,-Gehalt. 

S1l- - 

icht Mit 10°/, NaCl ie, ie . 

Heo bei Zimmertemperatur Mit 3°/, NaCl bei 60° 

al, nicht | erwirmt | erwirmt] nicht | erwirmt | erwirmt 

her & Extraktion er- | und in und er- | und in und 

. = Lésung | aus- “| Lésung | aus- 

Ne wirmt/geblieben| gefallen | W4'™t/ceblieben| gefallen 

tal. Ties aaa — ——— 

I II Wm | vj v | vi 

rOl MM Stickstoff . . . . , 18,32} 18,35 | 1818 |18,52]} 1833 | 18,21 

ind Monoaminosiuren- 

- und Lysin-N . . 7,87 8,39 8,86 7,89 8,35 8,84 

B® .-Aminostickstoff . | 6,80) 7,00 7,14 | 6,43] 7,08 7,14 | 

Ing Ungeléste Humin- 

ine eer 1,25 | 1,14 1,81 a} 1,60 | 
Deren Stickstoff. , 0,26 0,23 0,28 0,56} 0,22 0,18 
eee 2,13 3,15 3,68 2,23 3,01 3,74 

GM, +... + 4,05 | 4,07 4,09 | 4,07) 4,07 4,13 | 

” Melidin. .. 2... 4,01 5,07 5,05 4,05 5,02 5,05 | 

nit Me otinins 15,28 | 15,10 | 15,03 |14,44| 14,74 14,69 | 

“al Tryptophan... . 1,63 1,48 | 1,61 1,22; — 1,08 | 

Fe 

er . y es % 

rch Me komponente der Derivate umgerechneten Werte angefiihrt. Nach- |! 


9° folgend ist in der Tab. III die Elementarzusammensetzung der 
bis #* unsubstituierten KiweiBpriparate zum Vergleich angegeben. 


_ Der Unterschied im Arginin- und Tryptophangehalt des bei | 

Zimmertemperatur und des bei 60° dargestellten EiweiBes findet | 

oy ME Cte Erklarung dadurch, dab proteolytische Fermente der Samen | 

. aE 2 EiweiB adsorbiert werden und begiinstigt durch erhéhte Tempe- ; 

» @ “tur und den verminderten Gehalt der Lésung an Natriumchlorid hh | 
wirken konnten. Da8 der DenaturierungsprozeB selbst daran bit 

io ME wnbeteiligt ist, folgt daraus, daB die gleichen Aminosiuren bei ‘ie 

" s Hitzekoagulation beider urspriinglicher Praparate unverindert | } 

, leiben. eo 

Die Verainderungen bei der Hitzedenaturierung betreffen da- 


3. Me gegen andere Aminosiuren, und zwar diejenigen, deren besonderes 
| Verhalten schon von anderen Autoren vermerkt wurde. Der Tyrosin- 
et @™ und Histidingehalt steigt bei der Denaturierung beider EiweiB- 
ri priparate an. Fir das Histidin befinden wir uns also in Uber- 
| einstimmung mit Tadokoro und Mitarbeitern. Es wire die gleiche | 
3. Erklairung annehmbar. — Eine Tyrosinbildung durch RingschlieBung 

ist jedoch keinesfalls zulaissig. Fir die Erhéhung des T'yrosin- 
' gehaltes muB deshalb eine andere Erklirung gefunden werden. 


re nm 
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Tabelle I. 


Methylesterhydrochlorid aus bei Zimmertemperatur 
mit 10°/, NaCl erhaltenem EiweiB. °/,-Gehalt. 





eee 
































Edestinmethylester- EiweiBkomponente 
hydrochlorid desselben 
nicht | erwarmt | erwirmt] nicht | erwarmt | erwirmt 
und in und und in und 
€r | Lésun aus- er | Lésun aus- 
‘ “ nt § | aus 
wirmt/seblieben| gefallen | W4tMt/geblieben| gefalley 
Kohlenstoff. . . . .| 52,28] 52,47 | 52,54 1535 | 53,6 53,9 
Wasserstoff. . . . .] 6,70 6,52 | 6,76 6,67 6,46 6,77 
Stickstoff. . . . . .{ 17,79! 17,86 | 17,71 [18,91] 18,86 | 18,46 
Sauerstoff u.Schwefel | 19,00 | 19,43 | 18,72 | 20,21 | 20,61 | 19,91 
Chlor ..... ..| 423) 4,22 | 4,27 ‘a i Fl 
Methoxylgruppen . .| 5,16 5,36 | 4,72 — —- | — 
Carboxylgruppen . .| — —_- | = 7,97 8,28 | 7,29 
N basischer Gruppen | ! 
(nach HCl). . — — | “= 1,51 1,49 1,57 
EiweiBkomponente . | 93,98 | 93,93 | 94,01 —— — 











Tabelle ILI. 


Elementarzusammensetzung des bei Zimmertemperatur 
mit 10°/, NaCl erhaltenen EiweiBes. °/,-Gehalt. 








Erwirmt und in Erwiirmt 


_ceeaiieean Lésung geblieb. | und ausgefallen 
Kohlenstoff ...... 51,36 51,58 51,72 
Wasserstoff. ..... 6,97 6,83 7,06 
__, Saar e 18,32 18,35 18,18 
Sauerstoff und Schwefel 22,71 22,57 22,51 
ee ks ew ee 0,64 0,67 0,53 











Wihrend beim MethoxylierungsprozeB Wasser deutlich ab- 
gespalten wird, ist dies beim DenaturierungsprozeB nicht zu be- 
merken. Der um etwa 10°/, geringere Gehalt an Carboxylgruppen 
im ausgefallenen denaturierten Kiweif deutet freilich auf eine ge- 
wisse Beteiligung dieser Gruppen an etwa stattgefundenen Ring- 
schlieBungen hin. Ein eventuell auftretender ausgiebiger Wasser- 
verlust wihrend der Hitzedenaturierung wire aber wohl in der 
Hauptsache nicht dem Verluste von Konstitutionswasser und intra- 
molekularen RingschlieBungen, sondern dem Verluste von Hydra- 
tationswasser zuzuschreiben. 
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Uber die Einwirkung des Trypsin-Fermentkomplexes 
auf substituiertes EiweiB. 
Von 


A. Kiesel und 0. Roganowa. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenbiochemie der Universitat Moskau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1935.) 


Der groBe Erfolg des letzten Jahrzehntes auf dem Gebiete 


der Proteasen betrifft hauptsachlich die Peptidasen. Es erwies sich, 


dai auBer der Peptidbindung die Kettenlinge, der Gehalt an 


| freien Carboxyl- und Aminogruppen sowie noch andere, zum Teil 
| noch unaufgeklarte Besonderheiten im Aufbau der Peptide mit- 


hbestimmend sind. Der Mangel an Kenntnissen iiber den genaueren 
Aufbau der EiweiBkérper bereitet uns unvergleichlich gréBere 
Schwierigkeiten beim Studium der eigentlichen Proteinasen. Auch 


Iver fallt die entscheidende Rolle dem Angriffsorte am Substrat 


zu, dem das Ferment ganz spezifisch angepaBt ist, sowie den 


' strukturellen Besonderheiten, die augenscheinlich die Bildung der 
| Ferment-Substratverbindung bewirken und zu den hypothetischen 
| Haftstellen des Substrates und zu der Fermentaffinitat die nichsten 
' Beziehungen haben. 


Um diesen der Fermentspezifitat zugrunde liegenden Atom- 


| gruppierungen des Substrates niher zu kommen und in der An- 
| nahme, daB sie mehr oder weniger chemisch aktiv sind, kann 
/ man durch kiinstliche Einfiihrung verschiedener Radikale unter 


néglichster Schonung des Gesamtmolekiils des Substrates Ver- 
bndungen darzustellen suchen, die entweder die zur Ferment- 
wirkung erforderliche Beweglichkeit der Struktur verloren haben, 
dh. des Angriffspunktes fiir das Ferment beraubt sind, oder in 


_ denen die Haftstelle fiir das Ferment besetzt ist. Im ersten Fall 
| kann die vollkommen aufgehobene Reaktionsfahigkeit des Ferments 
nur durch Wegschaffen des eingefiihrten Radikals wiederhergestellt 
_ werden. Im zweiten, wesentlich und prinzipiell verschiedenen 
Fall braucht keine vollstiindige AusschlieBung der Fermentwirkung 
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einzutreten. Es muB nicht zu ihrer Wiederherstellung notwendiger. 
weise die Entfernung des Radikals vorgenommen werden. Bein 
Einfiihren des Radikals kann es jedoch auch vorkommen, daf 


dies an einer fiir die Fermentwirkung belanglosen Stelle geschieht, 


was dann am unverinderten Verlauf der Fermentreaktion zu er. 


kennen ist. 
Die nachfolgend beschriebenen Verdauungsversuche, die mit 


verschiedenartig substituiertem und behandeltem Edestin*) und 
kiiuflichem Trypsin (Merck) angestellt wurden, sollten einige Bei- 
triige in der angegebenen Richtung liefern und die schon vor. 
handenen Kenntnisse erweitern. Als Fermentpriiparat wiillten 
wir absichtlich ein recht wirksames und auch vielseitiges Ferment- 
priiparat mit ausgesprochener Proteinasewirkung, da uns die 
Nebenwirkung der Polypeptidasen nicht stérte, sondern methodisch 


eher niitzte. 

Alle Verdauungsversuche wurden streng bei ein und demselben 
Pu = 8,5 angestellt, wobei jedesmal bei der Probeentnahme die Reaktion 
gepriift wurde. Verschiebungen kamen nicht vor oder waren duberst 
gering (Benzoyledestin). In letzterem Falle wurde das py sorgfiltig aus- 
geglichen. Als Pufferlésung diente Phosphatgemisch, dessen Konzentration 
in der Gesamtlésung m/80 war. Als Fermentlésung wurde 1°/,ige Trypsin- 
lésung gebraucht. Jedesmal wurde etwa 1 g Edestin oder dessen Substitu: 
tionsprodukt mit 15 cem m/15-Phosphatlésung verrieben, 1 cem Ferment: 
lésung und Toluol zugegeben und auf 80 ccm aufgefiillt. Gleichzeitig 
wurde ein ebenso zusammengesetztes Kontrollgemisch mit durch Erhitzen 
inaktiviertem Ferment bereitet. Versuchstemperatur 37—40°. Nach Ablaut 
der gewiinschten Zeit wurden nach sorgfiiltigem Aufschwemmen des event. 
abgesetzten Substrates Proben von je 10 cem entnommen und mit 3 cem 
n/10-Schwefelsiiure angesiiuert, wobei das EiweiB ausgefillt wurde. Von 
der klar filtrierten Lésung wurden zur NH,-N-Bestimmung nach van Slyke 
(Reaktionszeit 5 Min.)**) je 3 cem genommen. 


In der Tab.I sind die Vergleichswerte aus den Ergebnissen 
der 40stiindigen Verdauungsversuche zusammengestellt, wobei die 


*) Das nach T. Osborne er. agey: Priiparat enthielt 18,35°/, }. 
Zum weiteren Charakterisieren wurden 2 Hydrolysen durchgefiihrt, die 
folgende Mittelzahlen ergaben: T'yrosin 4,84), Histidin 3,23°/,, Arginiv 
15,7°/,, Lysin 2,35°/,, Aminosiuren- und Lysin-N 8,15 °/,, «-Amino-N 7,21°), 
a + w-Amino-N — 7,89°/,. Direkte Tryptophanbestimmung ergab 3,1") 

**) Die absoluten Mengen des NH,-N kénnen durch folgendes Beispiel 
veranschaulicht werden, das wir unseren Versuchsprotokollen fiir ‘thoxy 
liertes Eiwei8 entnehmen: 
Stunden... 0 3 6 17 24 30 42 
mm Densk/Pecageett. 755/21 756/21 756/21 756/21 753/20 753/20 753/20 
Korr. AblesungeemN 0,12 0,31 = 0,49 114 1,53 1,65 2,01. 
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erwihnten N-Mengen freigelegter Aminogruppen den Berechnungen 
' mgrunde gelegt sind. In der Tab. II ist der Verlauf der Proteo- 
dab lysen wiedergegeben; die NH,-N-Mengen sind in Prozent der 
Substratmenge berechnet. 























































eht, & . | 
er. Tabelle I. | 
Verdauung in 40 Stunden. | 
mit —_ sae oe -_— 
ial Vergleichs- °/, der maximal 
— | werte Edestin- | méglichen Spaltung 
Bei- spaltung = = 100 (Hydrolyse : = 100) 
vor- a a ' 
l | Edestin. . . rh a ee ae 100 62,27 
ten | Athoxyliertes Edestin Gr at & UNS s 84,4 52,56 
ent- # Sulfoniertes Edestin. ....... 71,0 44,23 : 
die Me Desaminoedestin . . x 98,0 61,02 if 
he | Benzoyledestin (Pyridinmethode) bx 4,4 2,77 
isch Be nzoyledestin (NaHCO,-Methode) . 0,6 0,41 
Benzoyledestin (nach Methoxylierung) 2,8 1,80 
r Benzoyldesaminoedestin ..... . 1,0 0,69 
‘ats Verseiftes Benzoyledestin .... . 97,2*) 48,82 | 
= Verseiftes Benzoyldesaminoedestin . 74,6 46,46 
a | 
a *) 30 stiindiger Versuch. | 
tion 7 se ) 
sine Athoxyliertes Eiwei8. [Bei der auswihlenden Einstellung des oi 
tit: #% Athoxyls ist seine Einfiihrung selbst bei gréBter Vorsicht mit te 
eat unerwtinschten sekundiiren Prozessen verbunden*’). Das Ein- | 
aitig : . : . } 
‘the fiitrungverfahren*) bringt eine Abspaltung gewisser Gruppen mit 
ant ME sich, die zum Stickstoffverlust fihrt: bei 3,57°/, Athoxylgruppen 
| 


ent. ' und etwa 5°/, HCl?) enthielt das Edestinaithylesterhydrochlorid 


com Hi nur 16,08°/, N. Weiter kommen RingschlieBungen zustande, die | 
ie sich durch veriinderten Carboxyl-, Aminostickstoff- und Sauerstoff- 


sehalt kenntlich machen. Selbst beim Fehlen jeglicher Proteolyse 
' wire deshalb bei der Deutung der Versuche besondere Vorsicht 


rs seboten wegen der Gefahr, daf nicht das Radikal, sondern die | i 
RingschlieBungen die zur Fermentwirkung notwendigen Atom- hs 

x JE suppen in Beschlag nehmen. by 

die Das positive Verhalten des iithoxylierten Stoffes*) gegen den | 

niu  Fermentkomplex zeigt jedoch ungeachtet der sekundiren Ver- : 

"y) #® inderungen deutlich an, daB die Carboxylgruppen beim Zustande- 

ae _ kommen der Spaltung keine ausschlaggebende Bedeutung haben 

a und deshalb die Trypsinproteinase bei Benutzung der gewohnten | 

Terminologie keine ,,Carboxyproteinase“ vorstellt. AuBerdem ist | 

9 

200 *) 2stiindiges Einleiten von HCl in die athylalkoholische Suspension 

1. | des EiweiBes bei WasserausschluB. | 


11* 
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7 AAG ernonten Aniangszahnien zeigen sekundiire Prozesse wiihrend der Substitution an. 
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Th Vollige TLésung. 


+ 11 Stunden. 


F Statt 1,56 °/,. 
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| noch zu beriieksichtigen, daB bei Berechnung der SpaltungsgréBe 
' pur die KiweiBkomponente des Produktes maBgebend ist, wodurch 
| die Wirkungskraft des Fermentes sich dieser gegeniiber zu 92°/, 
der Wirkungskraft dem Edestin gegeniiber bestimmen 14Bt. 


Das geringe Zuriickbleiben der Spaltung ist wohl den oben 


| erwihnten sekundiren Veranderungen zuzuschreiben, wahrschein- 


lich eher der Abspaltung besonders labiler Gruppen, da die von 
Reagentien am leichtesten angreifbaren Teile des EiweiBmolekiils 


‘auch der Proteinase gegeniiber die empfindlichsten sein werden. 
‘Der nach Abspaltung des beweglicheren Teiles noch verbliebene 
'Molekiilrest mu8 von der Proteinase schwerer angreifbar sein 


und sich somit die Proteolyse verlangsamen. 


Sulfoniertes Eiwei8. Als zweiter Substituent wurde die Sulfo- 
cruppe gewahlt. Auch hier war an gleiche sekundare Prozesse 
bei der Darstellung zu denken, auBerdem an die Moéglichkeit 
einer Oxydation. Eine Abspaltung von N-haltigen Gruppen war 
am bis zu 16,61°/, verminderten Stickstoffgehalt zu erkennen; 
auch zeigte die erhéhte Menge freier Aminogruppen an, daB Ver- 
inderungen stattgefunden haben. Der Bindungsort der Sulfogruppe 
konnte nicht mit Sicherheit vorausgesehen werden. Die Dar- 
stellungsart*) lieB eine esterférmige Bindung erwarten, wobei auch 
eine gleichzeitige N- und O-Substitution nicht ganz ausgeschlossen 
war’), Wir hofften nur O-Ester herzustellen, aber es stellte sich 
heraus, daB die Sulfogruppe hartnackiger festgehalten wurde, als 
dies fiir eine Esterbindung iiblich ist**). Die Menge angesetzter 
Sulfogruppen stand jedoch stark der nach Berechnung an die 
rien Aminogruppen des Edestins ansetzbaren nach: statt des so 
berechneten Ansatzes von 3,2°/, Schwefel wurde im sulfonierten 
KiweiB im ganzen 1,56°/, Schwefel aufgefunden bei urspriinglichem 
Gehalte im Edestin von 1,04°/, S. Aus alledem folgte, dab die 


Sulfogruppen besonderen, niher nicht definierten Stellen des Ki- 


veibmolekiils fest angelagert waren. Wahrscheinlich handelte es 
sich um gewisse N-Substitution. 

Das merkliche Zuriickstehen der Proteolyse beim SO,-EKiweiB 
diirfte wohl die gleichen Griinde wie beim ‘thoxylierten haben 


| und sekundiiren Verainderungen zuzuschreiben sein. Die von der 


*) Nach J. Hatano’). 
“) Eine 90 stiindige Behandlung mit n/10-Kalilauge bei Zimmertempe- 
tatur verdnderte den S-Gehalt des Produktes nicht: wiedergefunden 1,53 
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SO,-Gruppe besetzten Atomgruppierungen spielten bei der Proteo. 
lyse kaum eine Rolle. 


Desaminiertes Eiwei8. In Verbindung mit dem vorstehendey 
Versuch und mit den weiter unten beschriebenen Versuchen ijt 
benzoyliertem KiweiB war es wichtig, das Verhalten von Des. 
aminoedestin gegeniiber Trypsinproteinase zu untersuchen. Da da; 
Diazotierungsverfahren gréBere Gefahr in bezug auf KiweiBspaltune 
bietet, muBte méglichst schonend vorgegangen werden. Dies wurde 
durch Auflésen des EiweiBes in wasserfreier Essigsiure in de 
Kalte und langsames Kintragen der wibrigen Nitritlésung unter 
Eiskiihlung erstrebt. Bei Kiihlung wurden durch einen Luftstroy 
die Stickstoffoxyde vertrieben und das Reaktionsgemisch wurde 
in diinnem Strahle in eine grobe Menge kalten Wassers gegossen, 
Die Analyse ergab eine Erniedrigung des N-Gehaltes von 18,35", 
auf 17,20°/,, wobei wenigstens 80°/, freier Aminogruppen ent- 
fernt und gewif8 durch OH-Gruppen ersetzt waren. 

Im Vergleich mit dem Edestin fand weder im Ausmas, noch 
im Verlaufe der Proteolyse eine Anderung®) statt. Beide stimmten 
derartig gut iiberein, daB mit Recht die Nichtbeteiligung der 
freien, hier entfernten Aminogruppen des Edestins an der vou 
der Trypsinproteinase bewirkten Spaltung als bewiesen betrachtet 
werden kann. Immerhin miiBte mit dem ,,Nachbleiben“ yon 20°, 
freier Aminogruppen gerechnet werden*), da diese besonderer Ari 
und fiir die Proteolyse alleinbestimmend sein konnten. Fiir dies: 
Sonderstellung eines Teils der Aminogruppen fehlen uns jedoch 
direkte Hinweise. In gewisser Hinsicht stehen diesen Ergebnisse. 
die des Sulfonierungsprozesses reziprok gegeniiber. 


Benzoyliertes Eiwei8. Als Acylgruppe, die NH,- und OH: 
Gruppen in Beschlag nehmen konnte’), wurde Benzoyl gewiillt, 
da es anscheinend das Eiwei8 weniger veriindert, als z. B. das 
Acetyl. Die Benzoylierung sollte méglichst schonend sein, wes 
halb Benzoylchlorid einerseits in waBriger Lésung unter Zusati 
von Natriumbicarbonat, andererseits in wasserfreiem Pyridin zw 
Anwendung kam. Die letztgenannte Arbeitsweise sollte zum 
Unterschied von der ersten der O-Verbindung den Vorzug geben’. 
Die Analyse ergab, daB selbst beim Pyridinverfahren das erhaltene 
Priiparat gegen die Berechnuug zu wenig N enthielt. 

*) Diese konnten in dem schon angegriffenen EiweiBmolekiil auch 
sekundir wihrend der Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke ent 
standen sein und das Nachbleiben vortiiuschen. 
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» N “lo Benzoyl- 0 Ausheute 
. gruppen se 
Benzoyledestin aus Pyridin . . . 16,01 4,82 107 
“ » NaHCO, -Lésung on 7,99 nee 
, » NaOQH- -Lésung?) . 14,47 9,10 69 


AuBer der Bindung an freistehende Hydroxyle und gewéhn- 
liche Aminogruppen (z. B, «-NH, des Lysins) ist noch mit anderen 
Bindungsweisen zu rechnen: an das freistehende Guanidinende 
des Arginins®), an den Iminostickstoff des Imidazolringes des 
Histidins?°) und an die durch Enolisierung in der Peptidbindung 
entstandenen OH-Gruppen. Der letzte Fall bietet besonderes 
Interesse, da hier die spaltbare Gruppe selbst beschlagnahmt 
wird und der Peptidwasserstoff verschwindet. 

Zum Unterschied von den Befunden von KE. Abderhalden 
und A. Schmitz’) fiir Benzoylgelatine und Trypsinkinase wurde 
das véllige Verschwinden der Trypsinproteinaseaktivitat dem benzoy- 
lierten Substrat gegeniiber festgestellt, ganz gleich ob Edestin, 
zuvor methoxyliertes Edestin*) oder desaminiertes Edestin nach 
der Benzoylierung zur Anwendung kam. Zuerst mufte man daher 
daran denken, daB der negative Ausfall der Fermentreaktion 
vielleicht dem Besetzen der Peptidbindungen zuzuschreiben wire, 
d.h. daB nicht die Neben- oder Haftgruppen, sondern die dem 


Tabelle III. 





Substitutionszahl 
Durch Benzoyl besetzbare Gruppen (ansetzbare Benzoylmenge in °/,) 


Berechnet Gefunden_ 





o-NH, der Monaminosiiuren und des ” 
54,0 








Lysing, frei und in Peptidbindung**) - 

NH, der Guanidingruppe des Arginins 9,5 Pyridinverfahren 
NH der Imidazolgruppe des Histidins 2,2 5,52 
«-NH,-Gruppe des Lysins. . 1,7 NaHCO, -Verfahren 
Freie « + @-NH,-Gruppen im KiweiB 10,5 9,16 

Freie OH- Gruppen . per , 34,9 ***) 


*) Dargestellt von M. Znamenskaja. Fiir die Uberlassung des 
Priiparates sprechen wir auch hier unseren Dank aus. Die Einfiihrung 
des Benzoyls fiihrte zur Verseifung der veresterten Carboxylgruppen. Das 
Benzoyledestin, aus Methylesterhydrochlorid dargestellt, enthielt: 15,72°/, N, 
9,65 °/, CgH;CO-, 0,0 °/, CH,O-, 0,49 °/, HCl und Spuren von Tryptophan. 

**) Verlust an Huminsubstanzen und «-NH,-Gruppen des Arginins 
und Histidins nicht eingerechnet. 

*) Berechnet als Differenz zwischen allgemeinem O-Gehalt und O-Ge- 
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Zerfalle bestimmten Atomgruppen festgelegt und dadurch de; 
Fermentwirkung entzogen waren. Die Berechnung der Substitutions. 
zabl, d.h. der an bestimmten Orten des Molekils ansetzbarey 
Benzoylmenge, zeigt jedoch, daB die tatsichlich angesetzte Benzoy). 
menge auch nicht annahernd der den Peptidbindungen ent. 
sprechenden gleichkommt. Die Peptidbindung, als Eintrittsor; 
der Acylgruppe, muB deshalb bei der Betrachtung ausscheiden, 
es sei denn, da eine partielle, 10 °/, nicht erreichende Substitution 
der Peptidbindungen schon ausreichen wiirde, um die Proteolyse 
ginzlich aufzuhalten, was wenig wahrscheinlich ist. 

Somit muBte an die andersartigen, oben erwihnten Sub- 
stitutionen gedacht werden, die nicht die spaltbaren, sondern die 
als ,Haftgruppen“ dienenden Atomgruppen betrafen. 

Die berechnete Substitutionszahl fiir das angeblich bevor. 
zugte Kintreten des Benzoyls in den Argininkomplex stimmt ganz 
gut mit der tatsichlich gefundenen maximalen Substitutionszall 
tiberein. Das véllige Ausbleiben der Proteolyse auch bei weit 
geringerem Benzoylansatz, wobei nur eine partielle Bindung der 
Arginingruppen stattfinden konnte, erlaubt uns jedoch nicht, dem 
freistehenden Amidinende dieser Gruppen eine Bedeutung bei der 
Proteinasewirkung beizumessen. Quantitativ wiirden dagegen der 
kleineren gefundenen Substitutionszahl die Verbindungen mit den 
Histidin- und Lysingruppen entsprechen. Die Rolle der Histidin- 
gruppen bleibt noch unentschieden, wogegen die Lysingruppen, 
als solche, ausfallen, da Desaminoedestin, in dem das Lysin in 
Mitleidenschaft gezogen ist, die Verdaulichkeit unverindert behiilt. 
Dieselbe SchluBfolgerung wie das Lysin betrifft im allgemeinen 
die ganze Menge des freien Aminostickstoffs, vielleicht mit Aus- 
nahme dessen, der nach erfolgter Desaminierung im Priparate 
zuriickbleibt. 

Wenn also doch freie Aminogruppen bei der Proteinase- 
wirkung mit im Spiele sind, die Proteinase demnach eine Amino- 
proteinase vorstellt, so miBten entweder die bei der Desaminie- 
rung nachgebliebenen NH,-Gruppen eine ganz besondere Bedeutung 
haben, oder, was wohl wahrscheinlicher ist, es miBte eine funk- 
tionelle Vertretung der freien Aminogruppen durch Hydroxyl- 
gruppen beim Zustandekommen der Proteolyse existieren, Amino- 
und Hydroxylgruppen hier also gleichbedeutend sein*). Die niachst- 


*) Die Bedeutung der Hydroxylgruppen, freilich von anderem Stand: 
punkte aus, ist schon fiir Peptidasen hervorgehoben worden"). 





nil 
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folgenden Versuche sollten weitere Aufklirung in dieser Richtung 


| bringen. 


Debenzoyliertes Benzoyledestin. In Natriumbicarbonatlésung 
benzoyliertes Edestin wurde 90 Stunden bei Zimmertemperatur 
mit n/10-Kalilauge stehen gelassen, wonach es keine Benzoyl- 
gruppen mehr enthielt. Durch den Versuch mit dem erhaltenen 
Priparat wollten wir uns iiberzeugen, daB nicht die sekundiren 
Verinderungen im Benzoyledestin*), sondern wirklich die EKin- 
fihrung des Radikals die Unverdaulichkeit des letzteren ver- 
ursachte. Das von den Benzoylgruppen wieder befreite EKiweif 
wies in den ersten Stunden eine das normale Kdestin sogar etwas 
iibertreffende Verdaulichkeit auf, um dann mit diesem wieder 
gleichzukommen. Dennoch war eine Tauschung bei der Erklarung 
der Vorgiinge durch Ein- und Austritt des Radikals nicht vollig 
ausgeschlossen, denn es konnten die die Proteolyse aufhaltenden 
sekundiiren Veriinderungen des KiweiBes beim Benzoylieren durch 
das Debenzoylierungsverfahren wieder riickgiingig gemacht werden. 

Benzoyliertes Desaminoedestin. Die obigen Uberlegungen iiber 
die besondere Bedeutung eines Teiles der freien Aminogruppen 
fir das Zustandekommen der Proteolyse und iiber die mégliche 
Vertretung des gréBten Teils der gesamten freien Aminogruppen 
des KiweiBes durch Oxygruppen ohne Benachteiligung seiner Ver- 
daulichkeit durch Trypsinproteinase lieBen uns den Einflui eines 
néglichst schonenden und zur O-Substitution am meisten geeig- 
neten Benzoylierens des zuvor desaminierten Edestins auf den 
VerdauungsprozeB untersuchen. Benzoyliert wurde deshalb nach 
dem Pyridinverfahren. Es erwies sich, daB die Benzoylierung 
nach Auswechseln der Amino- durch Hydroxylgruppen den gleichen 
Effekt hatte, wie fiir vollwertiges EiweiB. Der negative Ausfall 
des Verdauungsversuches mit Benzoyldesaminoedestin laBt eine 
funktionelle Vertretung der NH,-Gruppen durch OH-Gruppen der 
Trypsinproteinase gegentiber keinesfalls weniger wahrscheinlich 
erscheinen, als die bevorzugte Rolle einer relativ sehr geringen 
Menge freier Aminogruppen, die in diesem Falle wohl eine von 
den anderen freien Aminogruppen ganz abweichende Stellung in 
der Struktur des EiweiBmolekiils einnehmen miiBten. 

Debenzoyliertes Desaminoedestin™*). Der Versuch, durch De- 
henzoylierung das Benzoyldesaminoedestin der Trypsinproteinase 


*) Unter anderen eine Racemisation. 
**) Dargestellt durch 90-stiindiges Verseifen bei Zimmertemperatur mit 
n 10-Kalilauge, wobei véllige Abspaltung der Benzoylgruppen eintrat. 
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wieder zugiinglich zu machen, gelang vollkommen. Der Verlayf 
der Proteolyse entsprach genau dem fiir debenzoyliertes Benzoy). 
edestin (Tab. Il); bei etwas schnellerem anfinglichen Verlauf stellte 
sich zum SchluB eine Erniedrigung ein, etwa wie fir das sulfy. 
nierte KiweiB. Es ist anzunehmen, dab im Laufe von drei eijp. 
ander folgenden Manipulationen (Desaminierung, Benzoylierung 
und Debenzoylierung) das EKiweifmolekiil in Mitleidenschaft ge. 
zogen wird, wobei eine Abspaltung labilerer Gruppen stattfinden 
konnte. 

Die Bedeutung des EKin- und Austritts der Benzoyle scheint 
in diesem Versuche besonders einleuchtend und laBt die Rolle 
der durch das Benzoyl in Beschlag genommenen Gruppen klar 
hervortreten. 

Betrachtung der Versuchsergebnisse. An erster Stelle miissen 
die Schwierigkeiten hervorgehoben werden, die uns infolge sekun- 
direr Veriinderungen im Eiweifmolekiil bei allen gegenwiirtigen 
Substitutionsverfahren entgegentreten und uns zu groBer Vorsicht 
bei allen Schlu8folgerungen veranlassen. Dennoch darf behauptet 
werden, dafi die nicht aktivierte und die aktivierte Proteinase, 
die sich im Trypsinpriiparate befindet, keinesfalls eine ,,Carboxy- 
proteinase“ vorstellt, da ihre Wirksamkeit nicht von freistehenden 
Carboxylgruppen abhingt. Andererseits findet man geniigende 
Hinweise, um den freien Amino- oder Hydroxylgruppen eine ent- 
scheidende Bedeutung beim Zustandekommen der Proteinase- 
wirkung zuzuschreiben. Leider werden der weiteren Erkenntnis 
dadurch Schranken gesetzt, dab es noch an Mitteln fehlt, die im 
KiweiB vorhandenen freien Hydroxylgruppen selbst annihernd zu 
bestimmen. Ebensowenig laBt sich mit Sicherheit durch ver- 
schiedene Substitutionsarten die nétige Unterscheidung zwischeu 
freien Amino- und Hydroxylgruppen vornehmen. Dadurch wird 
die Stellung beider Gruppenarten der Trypsinproteinase gegeniiber 
unbestimmt. 

Auf Grund der festgestellten T'atsachen kénnen die Amino- 
sowie die Hydroxylgruppen gleichbedeutend als bestimmender 
Faktor der untersuchten Proteolyse angesehen werden, wobei fiir 
beide die Rolle von Haftgruppen der Trypsinproteinase gegeniiber 
annehmbar und an ihre funktionelle gegenseitige Vertretung 2u 
denken ist. Andererseits kann mit wohl geringerer Wahrschein- 
lichkeit die exklusive Rolle als Haftgruppen den bei der Des- 
aminierung in geringer Menge zuriickgebliebenen Aminogruppe 
zugeschrieben werden. Endlich kénnte die entscheidende Rolle 
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auch nur den schon im unberiihrten Eiweif vorgebildeten freien 
Hydroxylgruppen und nicht den freien Aminogruppen zukommen. 
Dabei ware eine neue Bezeichnung einzufiihren, niimlich die der 
,Hydroxyproteinase“. Jedenfalls scheint uns die Beteiligung der 
Hydroxylgruppen am Zustandekommen der Proteolyse, entweder 
als Stellvertreter von Aminogruppen, oder als einzig bestimmender 
Faktor der Ferment—Substratbindung besonderer Aufmerksamkeit 
wert zu sein. 


~3 


10. 
. E. Waldschmidt-Leitz, A.Schaffner, H.Schlatter u. W. Klein, 


Literatur. 


A. Kiesel u. M. Znamenskaja, Diese Z. 215, 89 (1932). 

Dieselben u. P. Agatow, Mitt. d. Laborat. f. Kiw.-Forschung d. Akad. 
d. Wiss. U.S.S.R., im Druck. 

Vgl. K. Felix u. A. Lang, Diese Z. 193, 1 (1930). 


. J. Hatano, Biochem. Z. 145, 182 (1924). 


P. Baumgarten, J. Marggraff u. E. Dammann, Diese Z. 209, 145 
(1932). 


. H. Schiff, Ber. chem. Ges. 29, 1354 (1896); Dunn u. Lewis, J. of 


Biol. Chem. 49, 343 (1921); H. Steudel, Diese Z. 187, 208 (1930); da- 
gegen Z. Treves u. G. Salomone, Biochem. Z. 7, 11 (1907). 

F. Blum u. Th. Umbach, Diese Z. 88, 285 (1913); S. Goldschmidt 
u. W. Schén, Ebenda 168, 279 (1927); E. Abderhalden u. H. Brock- 
mann, Biochem. Z. 211, 395 (1929); Ders. u. A. Schmitz, Diese Z. 
190, 101 (1930). 

K. vy. Auwers, Ber. chem. Ges. 37, 3899 (1904); H. Meyer, Analyse 
u. Konstitutionsermittelung organ. Verb., S. 331 (1931). 

K. Hirayama, Diese Z. 59, 285 (1909); K. Felix u. K. Dirr, Ebenda 
184, 111 (1929); Vgl. oben 3); Dieselben 205, 83 (1932). 

K. Felix u. A. Lang, Diese Z. 188, 96 (1930). 


Ber. chem. Ges. 61, 299 (1928). 


Re ee 




































? 
i 

H 

' 

! 

b 











eR Rem Rrra meter tiem sp “a 








160 


Zur Kenntnis des Lipochroms im menschlichen Blutserum, 
Von 


E. v. Danie] und T. Béres. 


(Aus der Chirurgischen Klinik und dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1935.) 


Uber die Carotinoide des Blutserums findet man in de 
Literatur bereits mehrere Angaben’). Der eine von uns hat ge. 
meinsam mit G. Scheff?) kiirzlich darauf hingewiesen und es 
wurden auch experimentelle Belege dafiir erbracht, dafi bei der 
Bestimmung des Blutcarotins die Anwesenheit auch anderer Polyene 
beriicksichtigt werden mu, namentlich sollte im Hinblick auf den 
Xanthophyligehalt der Nahrung stets eine Entmischung der Colori- 
metrie vorangehen. 

In jener Arbeit, die im Friihjahr durchgefiihrt wurde, konnten 
wir aufer geringfiigigen Oxydationsprodukten nur Carotin bei 
der Chromatographie der epiphasischen Pigmentkomponente mit 
Sicherheit nachweisen. Da aber das menschliche Depotfett sowie 
die Leber, nach neueren Versuchen von L. Zechmeister und 
P. Tuzson*), auch namhafte Mengen von Lycopin enthalten und 
auBerdem ungeklirte, spektroskopisch charakterisierbare Far)- 
stoffe, haben wir nun zur Reifezeit der Tomate 27 Patienten, die 
landesiibliche Diait befolgten, insgesamt 7 Liter Blut entnommen 
und das Lipochrom des Serums (3 Liter) chromatographisch ver- 
arbeitet. 


‘) Vgl. z. B. H. van den Bergh, P. Muller u. J. Broekmeyer, 
Biochem. Z. 108, 279 (1920); Ch. L. Connor, J. of Biol. Chem. 77, 616 
(1928); M. van Eekelen, Acta brevia need. 1, 3 (1931); F. D. White u. 
E. M. Gordon, J. Labor. a. clin. Med. 17, 53 (1932); F. Verzar, H. Siill- 
mann u. A. Vischer, Biochem. Z. 274, 7 (1934); J. G. Menken, Dtsch. 
med. Wschr. 68, 1484 (1982); H. Wendt, Klin. Wschr. 14, 9 (1935); Zu- 
sammenfassendes: L. Zechmeister, Carotinoide, Berlin, J. Springer 
(1934); Chr. Bomskov, Methodik der Vitaminforschung, Leipzig, G. Thieme 
(1935). 

*) E.v. Daniel u. G. Scheff, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 33, 26 (1935). 

%) Diese Z. 231, 259 (1935); 234, 241 (1935). 
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wurde mit peroxydfreiem Ather erschépft, mit methylalkoholischem 
Kali unter Stickstoff 2 Tage verseift, worauf wir das in Benzin 
ibergefthrte Pigment mit 90°/,igem Methanol entmischten und 
schlieBlich die epiphasische Komponente (nach dem Ausfrieren 
yon 3 g Cholesterin) auf Calciumhydroxyd chromatographierten. 
Es ergaben sich die folgenden Schichten sowie die unten verzeich- 
neten, in Schwefelkohlenstoff gemessenen optischen Schwerpunkte: 


a) gelblichbraun ..... 502,5 472 uu unbekannt 
b) rosafarbig. ...... 544 507, 472 uu Lycopin 
c) hellgelb. ... 2... 455 425 uu unbekannt 
d) orangegelb ...... 517 483 uu 8- und «-Carotin 


Saimtliche Spektren waren scharf ausgeprigt. Die unter c) 
genannte, merkwiirdig kurzwellig absorbierende Komponente ist 
wahrscheinlich identisch mit einem Polyen, das kiirzlich im 
Menschenfett nachgewiesen wurde‘). Zur Bekriftigung der An- 
wesenheit des Lycopins haben wir die betreffende Scheibe eluiert 
und eine Benzinlésung des Farbstoffinhaltes mit einer ebensolchen 
Pilanzenlycopinlésung gleicher Stiirke vermengt. Bei der Chromato- 


| graphie lieBen sich die Hauptmengen der beiden Farbstoffanteile 


nicht mehr trennen. 

Die quantitativen Verhaltnisse betr. Lipochrom des Blut- 
serums ergaben sich wie folgt: In 3 Liter Serum waren insgesamt 
colorimetrisch gemessen worden: epiphasische Farbstoffe (als 
,Carotin“ gerechnet) 1,61 mg; Hypophasisches (Xanthophyll; Schwer- 
punkte 507,5 und 474 up in CS,) 0,25 mg [als Lutein gerechnet)]. 
Die Colorimetrie der oben aufgezihlten Farbringe ergab dem- 
gegeniiber: a) 0,33 mg, b) 0,15 mg Lycopin, c) 0,08 mg und 
d) 0,28 mg Carotin. Summe: 0,84 mg Epiphasisches; also 1,09 mg 
Gesamtfarbstoff. 

Ks geht aus diesen Angaben mit Sicherheit hervor, daB das 
Blutserum verhiltnismiBig reichliche Mengen Lycopin enthalten 
kann. Dieses besonders farbkriftige Polyen vermag, genau wie 
bei dem Studium des menschlichen Leber- und Fettlipochroms 
heobachtet wurde’), einen ,,Carotingehalt* vorzutiuschen, 
der gar nicht im Blute enthalten ist (z. B. im vorliegenden Falle 


*) L. Zechmeister u. P. Tuzson, Diese Z. 225, 189 (1934). 

*) Die colorimetrischen Messungen wurden nach der Mikromethode 
von k. Kuhn u. H. Brockmann [Diese Z. 206, 41 (1932)] im Helligeschen 
Colorimeter gegeniiber Azobenzol durchgefiihrt; Farbstoff ¢) ist griinlich 
und weniger gut vergleichbar. 


Die mit 1 Volumen Alkohol erzielte und zentrifugierte Fallung 
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0,39 mg ,,Carotin“). AuBerdem ist zu beriicksichtigen, daB die 
eventuelle biologische Wirksamkeit oder Indifferenz der Kompo- 
nenten a) und c) gleichfalls die Provitamin A-Zahlen filscht. 

Hieraus ergibt sich fir ‘ihnliche Blutuntersuchungen die 
praktische Folgerung, daB der Pigmentauszug nicht nur entmischt, 
sondern auch chromatographiert werden muB, wenn man zu- 
verlissige Provitamin A-Werte erhalten will. Bei dauernd tomaten. 
und hagebuttenfreier Diit legen die Verhiltnisse etwas einfacher, 

Es mu8 jedenfalls betont werden, daB eine exakte Carotin- 
bestimmung mit wenigen Kubikzentimetern Blutserum, nach der 
bisherigen Versuchstechnik, auf diesem Wege sich nicht durch- 
fiihren 14Bt. Wohl kann man aber das ungefihre Verhiltnis 
des epi- und des hypophasischen Anteiles auch mit sehr wenig 
Ausgangsmaterial ermitteln. In unserer Klinik wurden bisher 120 
solche orientierende Analysen durchgefiihrt (kleine chirurgische 
Falle) und die colorimetrisch erhaltenen Farbwerte der epi- bzv. 
hypophasischen Komponente auf Carotin bzw. Lutein (Xantho- 
phyll) bezogen. 

Es ergaben sich schwankende Mengenverhiltnisse, was aus 
den folgenden, extremen Resultaten hervorgeht. Dieselben beziehen 
sich auf je 100 ccm Serum, wihrend die Bestimmung stets mit 
je 3 ccm durchgefihrt wurde. 

OER. kc SB 34 32 290 261 196 
,yAanthophyll® .... 1,5 10 19 250 209 52 


Wie ersichtlich, variieren auch die absoluten Mengen des 


Gesamtfarbstoffes zwischen sehr weiten Grenzen, 


Herrn Dr. P. Tuzson sowie Fr]. Dr. E. Ujhelyi danken wir fiir die 
freundliche Mithilfe. 
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Uber Polysaccharidesterschwetelsiuren mit Heparinwirkung. 






































Von 


en- & Sune Bergstrém. 


er, stieliamass 
vat (Aus der Chemischen Abteilung des Karolinischen Institutes zu Stockholm.) 
i: (Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1935.) 
118 | 
nig Bei der Analyse hochaktiver Heparinpraparate hat Jorpes!*) if 
20 HF cefunden, daB diese eine Zusammensetzung haben, die am niichsten | 
he der einer Chondroitinschwefelsiure entspricht. Bei saurer Hydro- 
‘NW. M lyse nach Tollens-Lefévre wurde eine Kohlensiuremenge ent- | 
\0- HF sprechend 17—20°/, Hexuronsiiure, berechnet auf lufttrockne | 
| Substanz, erhalten. Die Uronsiiure wurde qualitativ bereits 1928 | 
US # von Howell’) nachgewiesen. Der von Charles und Scott*) beob- | 
en @ achtete Stickstoffgehalt von etwa 2°/, stammt, wie gefunden wurde, 
ut 7% aus einem Hexosamin. Bei quantitativer Analyse nach Elson und | 
' Morgan) wurde 1 Mol Hexosamin auf 1 Mol Uronsiure gefunden. 
Bei saurer Hydrolyse mit p-Toluolsulfonsiure wurde fliichtige Saure 
freigemacht, weshalb die organische Substanz der eiweiBfreien 
os (| Priparate Chondroitin zu sein schien. Der Gehalt an Estersulfat 


war unerwartet hoch und entsprach in allen Priparaten zwischen 

2 und 3 —OSO,OH-Gruppen pro Mol Chondroitin. | 

ie § Die Heparinpriiparate aus Leber wiesen auch in bezug auf 
' Loislichkeit und Ausfillbarkeit nahezu alle Eigenschaften der 
Chondroitinschwefelsiure auf. Nur das Bariumsalz ist direkt aus 
Wasser fallbar, iihnlich wie das Bariumsalz der spiter berihrten 
synthetischen Polysaccharidschwefelsiureester. Beim Fraktionieren 

des Brucinsalzes erhalt man ein in Wasser schwer lésliches Salz, 

in welchem der Schwefelgehalt 3 Mol OSO,OH pro Mol Chondroitin 
entspricht. Dieses Priparat hat nach Entfernung des Brucins die 
stiirkste Heparinwirkung, wihrend das leicht lésliche Brucinsalz 

teils einen niedrigeren Schwefelgehalt und teils eine auf */, ab- 
geschwichte Heparinaktivitit hatte. Die experimentellen Befunde, | 
insbesondere die Fraktionierung des Brucinsalzes, sprachen dem- 

nach stark dafiir, daB die Heparinwirkung an dieses stark saure 
Polysaccharid gebunden und durch dessen Schwefelsiuregruppen 
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bedingt seine kénne. Hine Stiitze hierfiir bildeten die Funde yoy 
Fischer und Schmitz®), da8 das Heparin das Flockungsoptimun 
der EiweiBstoffe nach der sauren Seite zu verschiebt, ebenso wie 
das stark saure Lecithin und die Nucleinsiuren. Noch interessante; 
wird der analytische Befund, wenn man beriicksichtigt, daB die 
synthetischen Antikoagulantia starke Siiuren sind. Liquoid Roche 
ist Polyanetholsulfonsiure. Kongorot, Germanin, Chikagoblau sind 
Polysulfonsiuren mit einem relativ hohen Molekulargewicht. 

Ks liegt daher nahe, durch Einfiihren von Schwefelsiiure. 
gruppen in die natiirlichen Polysaccharide zu versuchen, sie in dieser 
Hinsicht zu aktivieren, zumal dadurch billige synthetische Heparin- 
praiparate erhalten werden kénnten. Auf Vorschlag von Dr. J orpes 
und unter seiner Mitarbeit wurde daher diese Untersuchung aus. 
gefiihrt. Die Resultate sind kurz in einer vorliufigen Mitteilung’ 
bekanntgegeben worden. Zuerst wurden einige Monosaccharid- 
schwefelsiureester synthetisiert, um zu sehen, ob diese mit ihren 
sauren Gruppen eine koagulationshemmende Wirkung ausiiben, 
Glucose- und Galaktosetetraschwefelsiure sowie Glucos- 
amintrischwefelsiure wurden durch Sulfonieren der entsprechen- 
den Zucker mit Chlorsulfonsiure in Chloroform nach Akamatsu‘ 
dargestellt. Beim Sulfonieren von Chitin nach derselben Methode 
wurde Glucosamintrischwefelsiure erhalten. Diese Methode ist 
nimlich fiir polymere Kohlenhydrate, wie Cellulose, Stirke und 
Inulin, nicht anwendbar, denn, wie Claeson®) bereits 1879 ge- 
zeigt hat, gibt Chlorsulfonséure in UberschuB Monosaccharid- 
Monochlortetraschwefelsiure, die mit Wasser Cl abspaltet. 

Beim Sulfonieren von Chondroitinschwefelsiure nach Aka- 
matsu wurde ein Depolymerisationsprodukt erhalten, das_nichit 
niher analysiert wurde, und das wie die itibrigen Monosaccharid- 
schwefelsiuren keine koagulationshemmende Wirkung aufwies. 

Um beim Sulfonieren von Polysacchariden mit Chlorsulfon- 
siure polymere Sulfonierungsprodukte zu hekommen, muB8 die 
hydrolysierende Wirkung der bei der Reaktion gebildeten Salz- 
siure mit Hilfe einer geeigneten Base wie Pyridin, Dimethylani- 
lin usw. beseitigt werden. Cellulosetrischwefelsiure ist nach diesem 
Prinzip von Gebauer-Fiilnegg, Stevens und Dingler?®) dar- 
gestellt worden. Eine andere Methode wird von Traube?) an- 
gegeben, der durch Behandlung trocknen Filtrierpapiers mit 
SO,-haltiger Luft einen polymeren Cellulosetrischwefelsiureester 
erhielt. Die Sulfonierungen wurden in der Hauptsache nach 
Gebauer-Filnegg (a. a. 0.) ausgefiihrt. Uber die Anwendbarkeit 
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- der Methode geben Gebauer-Fiilnegg und Dingler’!’) an, daB 
Hydrolyse von Cellulosetrischwefelsiure mit methylalkoholischer 
| Salzsiure, wobei die Schwefelsiuregruppen abgespalten werden, 
Polysaccharide mit augenscheinlich unverinderter MolekilgréBe 
gibt. Die Acetylierungs- und Methylierungsprodukte waren mit 
' den entsprechenden Priparaten von nativer Cellulose identisch. 


Simtliche untersuchten Polysaccharide: Glykogen, Stiirke, 


' Cellulose, Chitin, Chondroitinschwefelsiure, Pektinsiure, Gummi 
' arabicum und Hefenucleinsiure lieBen sich auf diese Weise akti- 
| yieren. Die Schwefelsiureester aller zeigten eine mehr oder weniger 
| stark ausgeprigte koagulationshemmende Wirkung. 


Die sulfonierten Glucosepolysaccharide: Cellulose, 


'Stirke und Glykogen enthalten alle 16,7—18,5°/, S ber. auf 
' Trockensubstanz, weisen aber untereinander Aktivititsvariationen 


auf, die von der MolekiilgréBe abhaingig zu sein scheinen. Nach 


_Haworth, Hirst u.a. zeigt die Ausbeute an Tetramethylglykose 
' bei Hydrolyse des methylierten Polysaccharids, daB Cellulose 100 
bis 200 Glucoseeinheiten im Molekiil enthilt, wihrend Starke und 
| Glykogen 24—30 bzw. 12 Glucoseeinheiten pro Molekiil haben. 
| Wie aus T'ab.I ersichtlich, ist der Celluloseschwefelsiiureester etwa 
| doppelt so stark wie derjenige von Starke und 8—10 mal stirker 
als die Glykogenschwefelsiiure. 


Chlorsulfonsiiure-Pyridinsulfonierung von Chitin gibt eine 


| Chitindischwefelsiure in Analogie mit den Acetylierungs- 
' versuchen von Schorigin und Semlanskaja’’). Bei der Reak- 
' tion werden keine Acetylgruppen aus dem Chitin abgespalten, 
Die Aktivitiit der Chitindischwefelsiure ist etwas gréBer als die 
| des Celluloseesters (vgl. die Tabelle), was auf einem héheren Poly- 
' nerisationsgrad beruhen kénnte. 


Die nach F. Ehrlich und Fr. Schubert'‘) aus getrockneten 


| Zuckerriibenschnitzeln dargestellte Pektinsiure zeigte nach der 
Veresterung eine Heparinaktivitiit, die derjenigen des Cellulose- 
_ esters entsprach. Die unbehandelte Pektinsiure war villig inaktiv. 


Das Sulfonierungsprodukt der Chondroitinschwefel- 
siure zeigt die gréBte Aktivitit, diese ist etwa 2mal kriftiger 


| als Kahlbaums Handelspriparat, aber 5—6 mal schwicher als 
' die von Jorpes aus Leber isolierte, als Chondroitintrischwefel- 
' Siure angenommene Verbindung. Das Sulfonierungsprodukt ent- 
hilt héchstens zwischen 83—4 Mol S pro Mol Chondroitin. 


In der Voraussetzung, daB die Chondroitinschwefelsiure dieselbe 


| Struktur besitzt wie die wbrigen hochmolekularen Polysaccharide: 
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Cellulose, Stiirke, Glykogen und Chitin mit einer Reihe verkettete 
Zuckermolekiile, sind pro Zuckereinheit 2 OH-Gruppen frei und iy 
jedem Chondroitinmolekiil 4 Stiick. Dasselbe wird auch der Fall, 
wenn nur die eine Komponente, z. B. die Glucuronsiure in eine Kett 
eingegliedert ist, wiihrend die andere, das Hexosamin, als Seiten. 
gruppe in Analogie mit der Polyfructose Irisin substituiert ist '', 

Die Chondroitinpolyschwefelsiiure gibt nach der Veresterung 
positive Naphthoresorcinreaktion; dieser Befund ist deshalb be. 
achtenswert, weil die Reaktion dem Heparin fehlt (Scott und 
Charles, Jorpes). Die N-Acetylgruppe bleibt quantitativ nach 
der Behandlung erhalten. 

Im Gegensatz zu dem Verhalten der Cellulosetrischwefelsiiure, 
die sich in Kaninchenversuchen als toxisch erwies, wurde dic 
synthetische Chondroitinpolyschwefelsiiure ebenso wie das_natiir. 
liche Heparin gut vertragen. Es wurde Kaninchen ein elektro. 
dialysiertes Priiparat in einer Dosis von 200 mg intravendés ver- 
abfolgt, ohne daB in den inneren Organen irgendwelche histolo- 
gischen Veriinderungen beobachtet werden konnten, wenn das Tier 
nach 24 Stunden getétet wurde. 

Die koagulationshemmende Wirkung der Priiparate wurde 
mit der von Jorpes verwendeten Methode bestimmt. 


Experimentelles, 


Monosaccharidschwefelsaureester. Diese wurden in der Hauptsache 
nach Akamatsu dargestellt. 5 g feinpulverisierte Substanz werden in 15 cem 
Chlorsulfonsiiure + 20 eem Chloroform eingetragen. Nach beendeter (as. 
entwicklung wird der gebildete Sirup mit Chloroform, stehend im Exsiccator 
iiber CaCl,, kalt ausgewaschen, bis der UberschuB an Chlorsulfonsiiure mit 
dem Chloroform entfernt ist. Das Reaktionsprodukt wird in tiberschiissige 
eisgekiihlte Bariumhydratlésung verriihrt, das dann mit Schwefelsiiure nev- 
tralisiert, filtriert, auf ein kleines Volumen eingedampft und mit 4 Volumen 
Alkohol wiederholt gefillt wird. Das Priparat wird im Vakuum bei 20° 
iiber P.O; getrocknet. 

Galaktosetetraschwefelsiu re: 

39,2 mg Subst.: 6,15 mg S_ 15,7°/, S. 

Fiir C,H,0,(SO,),Ba, 3 H,O Ber. (Akamatsu) 15,55°/, S. 

Glucosetetraschwefelsiure: 

41,8 mg Subst.: 6,39mg S 15,3°/, S 
Ber. C,H,O0,(SO,),Ba,5H,O [C. Schmidt u. Rosenhek"®)] 14,7°/, 8. 
Glucosamintrischwefelsiure. 
a) aus Glucosaminhydrochlorid: 
N: 50,2mg 0,938 mg N- 1,87°/, N 
S: 406mg 5,24 mg S 12,9 %, S. 
Gef. S/N 6,90 Ber. 3S/N 6,86. 





sul 
u. J 
elss 
sie! 
koe 
unc 
unc 
200 


mit 
wir 
bi 3 

Das 
noe 
bis 

mit 
mel 
mit 
nier 


Vak 


Phe 


ri 
brow 
2m: 
seh 
Gey 
unte 
Sulf 
was 
salz 








teter 


nd in 
Fall. 
Kette 
“iten. 
st 15) 
rung 
be- 
und 
nach 


ure, 
. die 
atiir- 
ktro- 
ver- 
tolo- 
Tier 


ure 


sache 
y cem 
(7as- 
cator 
2 mit 
ssige 
neu- 
men 

20° 


PT 





b) aus Chitin: 
N: 53,8, 0,892 mg N 1,66°/, N 
S: 51,6, 6,34 mg S 12,3 0). S. 


Gef. S/N 7,41 Ber. 38S/N 6,86. 


Polysaccharidschwefelsaureester. Die Sulfonierungen mit Chlor- 
csulfonsiiure in Pyridin wurden in der Hauptsache nach Gebauer-Fiilnegg 
uw. Mitarb. ausgefiihrt. 7cem Chlorsulfonsiiure werden vorsichtig in 30 ecm 
eisgekiihltes Pyridin eingetropft, wonach 2—3 g des trocknen, fein pulveri- 
sierten Polysaccharids zugesetzt werden. Das SulfonierungsgefiB wird in 
kochendes Wasserbad eingetaucht, ab und zu umgeriihrt, herausgenommen 
und der Inhalt, sobald sich der gréBte Teil des Polysaceh: irids gelist hat 
und eine homogene, gewohnlich dunkelgefiirbte Masse entstanden ist, in 
200cem Wasser gegossen. 


Das Pyridinsalz der Esterschwefelsiiure wird unmittelbar nach Filtrieren 
mit mehreren Volumen 95°/,igen Alkohols ausgefillt. Der Niederschlag 
wird in einem kleinen Volumen Wasser gelést und mit Natronlauge 
bis zu deutlich alkalischer Reaktion versetzt, wobei das Pyridinsalz zerfiillt. 
Das Na-Salz wird dann mit mehreren Volumina Alkohol gefillt und wenigstens 
noch 2mal umgefiillt, in Wasser gelést und durch Pergament elektrodialysiert, 
bis das Anodenwasser frei von Schwefelsiure ist. Die Innenfliissigkeit wird 
mit Natronlauge neutralisiert, auf ein kleines Volumen eingedampft und in 
mehrere Volumen absoluten Alkohols gegossen. Der Niederschlag wird 
mit absolutem Alkohol im Zentrifugenréhrchen gewaschen, da diese Sulfo- 
nierungsprodukte in der Regel hygroskopisch sind. Er wird tiber P,O, im 
Vakuum bei 20° getrocknet. 


Alle Analysenresultate sind auf Trockensubstanz (Vakuum 110° iiber 
Phosphorpentoxyd) umgerechnet. 


Chondroitinschwefelsaure. Wenn die Sulfonierung, sobald sich der 
eriBte Teil gelést hat (gew6hnlich nach 45 Minuten im Wasserbade), unter- 
brochen wird, erhilt man aus einigen Priparaten ein Produkt, das etws 
2mal stirker ist als Kahlbaums Handelspriparat von Heparin und 5—6 mal 
schwiicher als die angenommene Chondroitintrischwefelsiure im Heparin. 
Gewisse andere Chondroitinschwefelsiurepriiparate geben beim Sulfonieren 
unter gleichen Bedingungen bedeutend schwichere Priparate. Bei langerer 
Sulfonierungszeit nimmt auch die Aktivitiét infolge Depolymerisation ab, 
was daraus hervorgeht, dab das Sulfonierungsprodukt nicht mehr als Barium- 
salz aus neutraler Wasserlésung gefillt wird, wie dies bei den wirksameren 
Priiparaten der Fall ist. Die Glucosepolysaccharide dagegen vertragen die 
Einwirkung von Sulfonierungsmitteln wihrend mehrstiindigen Kochens im 
Wasserbade ohne Aktivitiitsverminderung. 

Die Analyse des Sulfonierungsproduktes der Chondroitinschwefelsiure 
zeigt gewohnlich zwischen 3—4 Mol S pro Mol N. 


Chondroitinpolyschwefelsaure (synthet. Produkt) Priip. 4: Etwa 2mal 
wirksamer als Heparin von Kahlbaum). 


+ 


42.8 mg: 0,603 mg N (Kjeldahl) 1,41°/, N. 
41,0, 41,0 mg: 4,51, 4,43 mg S 11,0, 10,8°/, S: im Mittel 10,9°/, S. 


3,38 Mol S pro Mol N. 


12* 
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Cellulose. 
48,3, 35,3 mg: 7,82, 5,79mg S _—16,9, 16,49/, S: im Mittel 16,65%/, S, 
Fiir C,H,0,,8,Na, ber. 20,5°/, S. 


Stirke. Reis- und Kartoffelstiirke geben nahezu identische Priparate, 


49,7, 39,3 mg: 9,88, 7,07mg S _ 18,9, 18,0°/, S: im Mittel 18,45%/, S, 
Ber. 20,5°/, S. 
Glykogen. 
40,3, 41,6 mg: 7,17, 7,28mg S 17,8, 17,5°/, S: im Mittel 17,65%, S. 
Ber. 20,5°/, S. 
Chitin. 
89,5, 38,3mg: 5,52, 5,06mg S 14,0, 13,2°/, S: im Mittel 13,6%/, S. 
N 30,7 0,877 mg N 2,86°/, N. 
= 2,08 Mol S pro Mol N. 


Acetylbestimmung nach Friedrich-Rapoport 
20,8 mg: 2,6mg CH,COOH 12,5°/, CH,COOH 
Ber. 1 CH,COOH/N = 12,25. 


Die Heparinaktivitit bei den synthetischen Polysaccharid- 
esterschwefelsiuren. 
Die Wirkung von Heparin Kahlbaum und die des ebenso starken Heparins 
Hynson, Westcott und Dunning (Nr. 126) werden mit 1 bezeichnet. 














Chondroitinpoly(tri)schwefelsiiure (Jorpes) ...... 11—13 
Chondroitinpoly(tri)schwefelsiure, synthet. Produkt. . 1/,—2 
Chitindischwefelsfiure ............-.2.-. 1'/, 
Cellulosetrischwefelsiiure. ............. 
Pektinsiiurepolyschwefelsiiure. ........... 1 
Stirketrischwefelsiure ........-....2.0e-8 a A 
Glykogentrischwefelsiure ...........2.. Ve—'" 19 
Veresterungsprodukt von Gummi arabicum .... . v. 
Veresterungsprodukt von Hefenucleinsiiure ..... ts 


Die Kosten dieser Untersuchung wurden durch ein Stipendium aus 
Stiftelsen Therese och Johan Anderssons minne, Stockholm, an Dr. Jorpes 
bestritten. 
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von Eiweifstoffen des Blutplasmas bzw. -serums 
von der Art der aufgenommenen Nahrung. 


Von 


Emil Abderhalden und Hans Siebel. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Gemeinschaft 
zur Férderung der Wissenschaften.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitit Halle a. d. S.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1935.) 


In den letzten Jahren’) sind mehrere Arbeiten erschienen 
mit der Mitteilung, daB die Zusammensetzung der einzelnen Blut- 
und Gewebsproteine an einzelnen Aminosiuren keine festgelegte 
sei, vielmehr soll sie von mancherlei Faktoren, wie Ernihrung, 
Hormonen und Vitaminen usw. abhingig sein. Die Entscheidung 
der Frage, ob diese Ansicht begriindet ist oder nicht, ist von 
crundlegender Bedeutung. Trife es zu, daB die erwihnten Proteine 
beim einzelnen Individuum in ihrer Zusammensetzung an Amino- 
siuren bestiindig Schwankungen unterworfen sind, dann waren 
Anhaltspunkte fiir bestimmte Auffassungen iiber die Struktur der 
in Frage kommenden Proteine gegeben. Entweder miibte man 
annehmen, daB das einzelne KiweiBteilchen aus mittels Neben- 
valenzen untereinander verkniipften Polypeptidketten besteht, die 
abgegeben, angelagert und ausgetauscht werden kénnen. Man 
kénnte in diesem Falle nicht von einer bestimmten Molekular- 
griBe der betreffenden EiweiSstoffe sprechen. Oder aber, man 
muf sich in Anlehnung an die Auffassung von Kossel vorstellen, 
da& KiweiB aus einem Kern besteht (vielleicht aus den sogenannten 
Hexonbasen gebildet), an den Seitenketten angelagert sind, die, 
sel es ganz oder teilweise, unter eventuellem Ersatz durch andere 
Aminosiureketten abgespalten werden kénnen. Unsere ganzen 
Vorstellungen iiber den Zellstoffwechsel miiBten bei Annahme 
einer fluktuierenden Zusammensetzung von Blut- und Zelleiweib- 
stoffen in mancher Hinsicht umgestaltet werden. 

Der Beantwortung der gestellten Frage stellen sich schon 
insofern erhebliche Schwierigkeiten entgegen, als die Grundfrage 


Beitrag zum Problem der Abhingigkeit der Zusammensetzung 
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noch nicht gelést ist, nimlich inwieweit es moéglich ist, fiir aus 
dem Blute und den Geweben isolierte EiweiBkérper Gewihr fii 
Hinheitlichkeit zu geben. Am weitesten fortgeschritten ist die 
Erforschung in dieser Hinsicht bei jenen Proteinen, die im Blut. 
plasma bzw. -serum vorkommen, jedoch ist auch hier noch die 
Frage offen, ob die Aufteilung in Albumin und Globuline (Euglo. 
bulin, Pseudoglobulin) bedeutet, daf eine Trennung in Eiweif- 
individuen gelungen ist*). Hierzu sei bemerkt, daB, wie an anderer 
Stelle mitgeteilt werden wird, es auch mittels des von W. Zimmer. 
mann®) angegebenen o-Phthaldialdehyds als Reagens auf Glykokoll 
nicht gelungen ist, dieses unter den Spaltprodukten des Albumins 
nachzuweisen, wihrend Pseudoglobulin eine positive Reaktion auf 
die genannte Aminosiure ergab. 


Bestehen schon beim Blute gewisse Schwierigkeiten in der 
Isolierung bestimmter Eiweifarten, so steigern sich diese ganz 
auBerordentlich, wenn es sich darum handelt, aus Geweben und 
Zellen KiweiBstoffe zu isolieren. Hier fehlt die erforderliche Methode 
so gut wie vollkommen, d. h. kein Verfahren gibt Gewihr fiir 
Gewinnung von HiweiBindividuen. Es spricht vieles dafiir, daB die 
einzelnen Zellen EiweiB besitzen, das an ihrem Aufbau beteiligt 
ist, und solches, das Aufgaben des Stoffwechsels erfiillt (Umsatz- 
eiweiB). Ks ist denkbar, daB dieses letztere EKiweiB in seiner Zu- 
sammensetzung Schwankungen aufweist. Niiherliegend ist die 
Annahme, daB das Gemisch von EKiweifstoffen, das man aus Ge- 
weben herausholt, keine konstante Zusammensetzung an einzelnen 
Eiweibindividuen aufweist und dadurch der Kindruck einer 
schwankenden Zusammensetzung bestimmter Kiweifstoffe entstelt. 
Es miissen zunichst durch entsprechende Vorarbeiten eindeutige 
Beweise dafiir erbracht werden, da die zur Untersuchung ver- 
wendeten Gewebsproteine einheitlicher Natur sind. 


*) R. J. Block?*) beobachtete, dai, wenn Blutserum, das mit ver- 
schiedenen Konzentrationen von Ammonsulfat, Natriumsulfat und Magnesium- 
sulfat und Natriumchlorid fraktioniert gefillt wurde, EiweiBfraktionen ent- 
standen, die nicht den gleichen Gehalt an Arginin, Histidin und Lysin 
aufwiesen. Er neigt der bekannten Ansicht von S. P. K. Sérensen (C.1. 
tray. lab. Carlsberg 18. 1. 1930) zu. Es bringen ferner R. J. Block, D. 
C. Darrow und M. K. Cary [ebenda 104, 347 (1934)] zum Ausdruck, da 
Serumalbumin und -globulin keinen konstanten Gehalt an Aminosiiuren aut: 
weisen, wenn sie mit den gewéhnlichen physikalisch-chemischen Methoden 
zur Abscheidung gelangen. Die Verfasser betrachten diese Proteine als 
kiinstliche Produkte in Abhingigkeit von der Art ihrer Darstellung. 
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Eine weitere grofe Schwierigkeit besteht darin, da die 
Methoden zur quantitativen Bestimmung der einzelnen Amino- 
sjuren in mancher Beziehung noch unzureichend sind und ins- 
pesondere dann, wenn es sich darum handelt, in kleinen Kiweib- 
mengen einzelne KiweiBbausteine zu bestimmen. Nun sind allerdings 
in den letzten Jahren Farbreaktionen mitgeteilt worden, die die 
Méglichkeit eréffnen, eine ganze Reihe von Aminosiiuren quanti- 
tativ zu ermitteln. Es ergibt sich in jedem einzelnen Fall die 
Frage, ob bei dem Versuche, den Gehalt an bestimmten Amino- 
siuren im ungespalteten KiweiB zu bestimmen, nicht die Art der 
Bindung des in Frage kommenden Hiweifbausteines im Protein 
zu abweichenden Ergebnissen fiihren kann. Es sei in dieser Be- 
ziehung darauf verwiesen, daf das oben erwihnte Reagens von 
W. Zimmermann mit Glykokoll enthaltenden Polypeptiden nur 
dann eine positive Reaktion ergibt, wenn die genannte Amino- 
siure die Aminogruppe trigt, nicht aber, wenn Glycin am Ende 
der Polypeptidkette steht oder in diese eingebaut ist (vgl. hierzu 
Emil Abderhalden und A. Neumann in dieser Zeitschr., 238, 
177). Aber auch dann, wenn EiweiB zuniichst hydrolysiert wird 


und dann bestimmte: Farbreaktionen Verwendung finden, kénnen 
Stérungen auftreten, die durch den Gehalt des Aminosiuregemisches 
an einzelnen: Bestandteilen bedingt sind. 


Als Beispiel dafiir, wie aufSerordentlich unsicher die mit bestimmten 
Methoden erhaltenen Resultate sind, sei folgende Stelle aus der Arbeit von 
E.G. Schenk und H. Wollschitt angefiihrt‘). ,,Die Bestimmungen des 
Tryptophans wurden nach den Angaben von May und Rose [J. of Biol. 
Chem. 54, 213 (1922)] ausgefiihrt, die uns, wie schon friiher, meistens gute 
und vergleichbare Werte ergaben. Jedoch stellten sich einige Male Schwierig- 
keiten ein, indem nicht itiberall Farbgleichheit mit dem Kontrollcasein zu 
erreichen war. Die Glykogenleberproteine hatten einen violetten, die der 
Fettlebern einen griinlichen Schein. Ebenso waren die Nieren nicht immer 
vergleichbar. Fiir die Lebern halfen wir uns so, da8 wir alle Vergleiche 
statt nach Casein, nach einer der Kontrollebern ausfiihrten, deren ‘Trypto- 
phangehalt wir gleich 100°/, setzten (das ist gegen Casein 0,83°/,). Dann 
heben sich die Farbungleichheiten weitgehend auf. Die fiir die Lebern 
angegebenen Werte sind also keine Absolut-, sondern Verhiiltniswerte, was 
jedoch fiir die Deutung nichts ausmacht.“ Beriicksichtigt man noch, dab 
die Darstellung der GewebseiweiBstoffe eine auB8erordentlich primitive war, 
und nimmt man nun noch die eben geschilderte Unsicherheit der Methodik 
hinzu, dann mu8 man die in der erwihnten Arbeit mitgeteilten Ergebnisse 
als unverwertbar bezeichnen. Man wird besonders skeptisch Befunden von 
Untersuchungen gegeniiberstehen, bei denen geringe Eiweibmengen zur 
Anwendung gekommen sind. Kin kleiner Fehler multipliziert sich bei der 
Umreehnung auf Prozente unter Umstinden ganz gewaltig. 











AR He 
At ct ROR Re tem RY SHED 


sos tba 


5 
7 
i 
§ 
i 
5 
; 
i 
' 
as 


2 Ne an, 
. lini nearest 





seegpermprenneees 


172 Emil Abderhalden und Hans Siebel, 


Wir haben als Vorstudien zu dem ganzen, vorstehend geschil- 
derten Problem zunichst Eiweifstoffe aus Blutplasma und Blut. 
serum verschiedener Tiere gewonnen. Wir benutzten dazu die 
bekannten Methoden der Aussalzung mit Ammonsulfat. Zum Teil 
stellten wir ein und dieselben Kiwei8kérper aus verschiedenen 
Portionen ein und desselben Serums dar, um Vergleiche ziehen 
zu kénnen. Ferner wurden Kaninchen 4 Wochen lang unter 
strenger Kontrolle mit einer bestimmten Futterart, nimlich Griin- 
futter bzw. Kleie bzw. Hafer ernihrt und dann entblutet. Die 
gewonnenen Proteine wurden der Einwirkung von n-Natron- 
lauge bei 37° ausgesetzt und ferner mit Magensaft  bzvy. 
Pankreassaft (bzw. Pepsinsalzsiure bzw. Trypsin) angesetzt. 
Die Versuchsbedingungen waren in jedem Fall bei den zu ver- 
gleichenden Proteinen genau dieselben. Von Zeit zu Zeit wurde 
der Abbau teils durch Titration nach Serensen, teils nach der 
Methode von Willstitter-Waldschmidt-Leitz verfolgt. Ks 
lieBen sich keine in Betracht kommenden Unterschiede im zeit- 
lichen Verlauf der Hydrolyse feststellen. Uber die erhobenen 
Befunde ist bereits berichtet®). Nun wissen wir, daB die Hydro- 
lyse von Polypeptiden bekannter Zusammensetzung durch n-Natron- 
lauge und ferner durch Polypeptidasen auSerordentlich stark von 
deren Zusammensetzung abhiingig ist. Es war anzunehmen, dai 
die untersuchten Plasma- bzw. Serumproteine unter den oben 
erwihnten Kinwirkungen von Lauge und Fermenten ein verschie- 
denes Verhalten zeigen wiirden, falls ihre Zusammensetzung an 
einzelnen Aminosiuren wesentlich differierte. Die erhobenen 
Befunde sprechen im Gegenteil dafiir, daB die Art der 
Nahrung keinen Einflu8 auf die Zusammensetzung der 
PlasmaeiweiBkérper ausgeiibt hatte. In der erwidhnten 
Arbeit sind auch die Elementaranalysen der aus dem Serum der 
in besonderer Weise ernihrten Kaninchen isolierten Proteine 
angefiihrt. Die Werte stimmen untereinander gut iiberein. 

Wir haben die gleichen Eiweifkérper zur Bestimmung ein- 
zelner Aminosiiuren verwendet, und zwar beabsichtigten wir, den 
Gehalt an Tyrosin, Tryptophan und an Histidin zu bestim- 
men. fiir die quantitative Feststellung der beiden ersten Amino- 
siuren verwandten wir die colorimetrische Methode von O. Folin 
und A. D. Marenzi®). 

Es ergaben sich bei der Verwendung der Originalmethode ganz er- 


hebliche Stérungen und zwar dadurch, daf bei der Colorimetrie oft plétz- 
lich Triibungen auftraten, die eine exakte Bestimmung verunmdglichten. 
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' Selbst die geringste, kaum wahrnehmbare Triibung fiihrte zu abweichenden 
| Ergebnissen. Wir haben in allen Fallen Doppelbestimmungen ausgefiihrt, 
' die sehr oft mehrfach wiederholt wurden. Die erhobenen Befunde stimmten 
' jn den meisten Fallen untereinander iiberein. Es kamen jedoch immer wieder 
' Werte vor, die starke Abweichungen zeigten. Unser Bestreben war, derartige 
Vorkommnisse mit Sicherheit auszuschlieBen. Wir fanden in Ubereinstim- 
' mung mit der Beobachtung von D. von Deseé’), daB eine Erhéhung der 
| Siurekonzentration zuverlissige Resultate liefert. An Stelle der vorgeschrie- 
- benen 6 cem 7 n-Schwefelsiiure benutzten wir 7 ccm einer 14 n-H,SO,-Lésung. 
Die Erhitzungszeit betrug 5 Minuten. Die Hydrolyse wurde durch 8-stiin- 
| diges Kochen der Proteine mit 20°/,iger Natronlauge durchgefiihrt. Die 
Bestimmung des Tyrosins wird am besten sofort nach der Ausfillung des 
| Tryptophans, wozu 2'/, Stunden benétigt wurden, ausgefiihrt. Rasches 
' Arbeiten hilt das Entstehen der Triibungen hintan. Entsprechend der An- 
' gabe von Deseo setzten wir den Faktor 0,843 bei der Berechnung des 
Tryptophans in den Nenner. 


Zunichst tibten wir uns in Kontrollversuchen mit reinem 1-Tyrosin 


und 1-Tryptophan ein. 


Tabelle L 
1-Tyrosin- und 1-Tryptophangehalt in Proteinen 
des Blutplasmas bzw. -serums von Pferd und Rind, 


























°/, Gehalt °/, Gehalt 

Art des Proteins L'Terosin (Mittel-| 1-Trypto- |Mittel- 

| wen phan wert 

Plamoeagiiibaltn, Pferd 5/1. . . | 5,46 5,49 | 5,48 | 2,02 1,94 1,98 
. » Dd/IT. . . | 5,58 5,74 | 5,64 | 1,91 1,85 | 1,88 

: , D/L . . | 5,94 5,63 | 5,78 | 1,99 1,99 | 1,99 

| i » 4... . | 5,67 5,66 | 5,67 | 1,79 1,97 | 1,88 
' Serumeuglobulin, ., 4... . | 5,88 5,58 | 5,73 | 2,18 2,07 | 2,12 
' Plasmaeuglobulin, ,, 3 . | 5,73 5,94 ; 5,838 | 1,93 1,76 | 1,85 
4 2... . 15,48 5,66 | 5,57 | 1,77 1,57 | 1,67 
| Rind. . 6,68 6,55 | 6,61 | 2,04 1,70 | 1,87 
 Plasms apseudoglobulin, Pferd 5/1 . . | 6,10 5,66 | 5,88 | 1,66 1,84 | 1,75 
“ » d/II. | 608 5,95 | 5,99 | 1,47 1,59 | 1,53 
,»  D/IIL | 6,07 5,53 | 5,80 | 1,76 1,54 | 1,65 

| ‘ » 4. . | 6,16 5,78 | 5,97 | — 1,86 | 1,86 
| Serumpseudoglobulin, ,, 4. 5,77 5,89 | 5,83 | 1,93 1,92 | 1,92 
| Plasmapseudoglobulin, ,, 3. 5,61 6,20 | 5,90 | 1,77 1,81 | 1,79 
| “i - 3 5,66 5,47 | 5,57 | 1,79 1,55 | 1,67 
1. . | 5,81 6,02 | 5,91 | 1,59 1,55 1,57 

| Rind... | 655 667 | 661 11,70 1,72 | 1,71 
| Plasmaalbumin, Pferd 5/1... . | 4,40 4,35 | 4,38 | 0,82 0,81 | 0,82 
- » d/Il. ... | 4,56 4,42 | 4,49 | 0,82 0,83 | 0,83 

i“ , 5/L... | 4,48 4,47 | 4,47 | 0,83 0,72 0,78 

» 4... . | 4,63 4,20 | 4,41 | 0,84 0,77 | 0,81 
| Serumalbumin, .» 4... .. | 4,50 4,51 | 4,50 | 0,85 0,81 | 0,83 
_ Plasmaalbumin, ,, 3 4,93 4,47 | 4,70 | 0,83 0,82 | 0,82 
2 1... .. [4,40 4,67 | 4,53 | 0,80 0,77 | 0,79 
. Rind... ... | 4,41 4,28 | 4,35 | 0,84 0,84 | 0,84 
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174 Emil Abderhalden und Hans Siebel, 


20,3 mg 1-Tyrosin 

4,3 mg 1-Tryptophan 
Von dieser Lésung verwendeten wir 20 ccm. Bei einer Schichtdicke yoy 
20 mm der Standardlésung betrug die colorimetrische Ablesung 20,3 mm, 


Beispiel: Einwaage in 100 cem 0,4 n-H,SO, geliist, 


4x20 _ . 
2037 5 = 19,7 mg Tyrosin. 

Die colorimetrische Ablesung fiir 1-Tryptophan betrug 27,6 mm. 
20 





916.0843” 5 = 4,298 mg Tryptophan. 
lis 


Wiederholte entsprechende Bestimmungen ergaben tibereinstimmende 
Resultate. Ferner wurden Kontrollversuche in der Art durchgefiihrt, daf 
abgewogene Mengen von 1-Tyrosin und 1-Tryptophan zu Eiweif von 
bekanntem Gehalt an diesen Aminosiiuren zugesetzt wurden. Auch hier 
waren die Ergebnisse gut. 

_ Erst nackdem durch zahlreiche Versuche, die zum Teil von 
verschiedenen Personen ausgefiihrt wurden, Sicherheit gewonnen 
war, gingen wir zu den eigentlichen Untersuchungen der einzelnen 
Einweifkoérper iiber. Die Ergebnisse sind in den Tab. I und II 


enthalten. 
Tabelle II. 


1-Tyrosin- und 1-Tryptophangehalt in Serumproteinen 
von in bestimmter Weise ernihrten Kaninchen. 

















°/, Gehalt °/, Gehalt 
Art der Proteine ee ~ Tpweaent Prey 
|, ee Mittel- Mittel- 
1-Tyrosin | wert en nae 
heeepiry Gruppe I. - _ 
Serumglobulin, Haferkaninchen | 5,60 6,15 — 5,88 1,46 1,71 | 1,59 
Kleiekaninchen 5,83 — 5,83 1,66 — 1,66 


Griinfutter- | 
kaninchen . . | 5,36 6,16 6,25 5,92 | 1,62 1,59 1,81) 1,67 


Gruppe IL 
Serumpseudoglobulin, Hafer- 








kaninchen ........{ 5,94 627 | 6,10 1,43 1,56 | 1,50 
Serumpseudoglobulin, Kleie- | | 
kaninchen ........ {| 5,55 5,80 | 5,68 | 1,49 1,60 | 1,55 
Serumpseudoglobulin, Griin- | | 
futterkaninchen...... 5,64 5,54 | 5,59 1,71 1,60 | 1,66 
Gruppe I. 
Serumalbumin, Haferkaninchen | 5,99 5,72 5,86 0,56 0,57 | 0,56 
Kleiekaninchen 5,72 6,04 | 5,88 0,43 0,46 0,45 
Griinfutter- 
kaninchen. . . 5,54 5,52 | 5,53 0,52 0,52 | 0,52 
Gruppe IL 
Serumalbumin, Haferkaninchen | 6,01 5,60 | 5,81 0,47 0,53 | 0,50 
Kleiekaninchen 6,06 5,99 | 6,02 0,50 0,48 | 0,49 
Griinfutter- | 








kaninchen. . . | 5,98 6,10 | 6,04 | 0,50 0,47 | 0,49 
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Auf Schwierigkeiten stieBen wir, als wir versuchten, den 
Histidingehalt der gleichen EiweiBkérper mittels der Methode 
yon R. J. Block®) zu bestimmen. Auch hier stellten wir zu- 
nichst die Brauchbarkeit des Verfahrens an Hand von Kontroll- 
versuchen fest. 

Wir gingen von analysenreinem Histidindihydrochlorid, Histidinmono- 
hydrochlorid und endlich von freiem Histidin aus. Es sei ein Beispiel an 
Stelle von vielen ausgefiihrten Versuchen angefiihrt: Verwendet 0,1063 g 


Histidindichlorhydrat, gelést in 5 ccm Wasser. Die Fiillung mit Silber- 
nitrat war quantitativ. Das Filtrat des Silbersalzes war stickstofffrei. Zer- 


' legung des Histidinsilbers bei py = 4 mittels Schwefelwasserstoffs. Silber- 
' sulfid abfiltriert und 3mal mit heiBem Wasser gewaschen. Ks hielt kein 


' Histidin zuriick. Nur vereinzelt wurde an dieser Stelle ein Verlust durch 
| Adsorption an dieses festgestellt. Loésung auf 5 ccm eingedampft und mit 


' kalt gesittigter Quecksilbersulfatlésung und 5°/,iger Schwefelsiure gefiillt. 
' Die Fillung ist erst nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank vollstindig. 
' Wurde friiher abfiltriert, dann erfolgte im Filtrat eine Nachfiillung. 


» Das Filtrat des Quecksilbersalzes ist stickstofffrei. Zerlegung des Queck- 


| silberhistidins mittels H,S, bei pa = 4 abfiltriert, HgS 3mal mit Wasser aus- 
' gekocht. HgS enthielt 0,93°/, N. Weiteres Auswaschen dnderte an diesem 


' Resultat nichts. Im Filtrat des HgS wurde die Schwefelsiure mit Barium- 
' hydroxyd quantitativ entfernt. BaSO, mehrere Male mit hei’em Wasser 
| ausgekocht. Der Niederschlag hielt 0,845°/, N zuriick. Durch weiteres 
' Auswaschen und Auskochen wurde an diesem Resultat nichts geiindert. 


_ Darstellung des Kupfersalzes in der auf 5 ccm eingedampften Lésung mit 


' frisch dargestelltem, iiberschiissigem Kupferoxyd unter Zugabe einer ge- 
ringen Menge CuCO,. 3/, Stunde erhitzt. Das nicht umgesetzte CuO, CuCO, 
| wurde abfiltriert. Gehalt an N = 3,50). Filtrat von CuO, CuCO, an- 
_ gesiiuert, wobei die tiefblaue Farbe in gelblichgriin umschligt. Cu mittels 
_ Schwefelwasserstoffes entfernt. CuS 3mal mit Wasser gewaschen. N-Ge- 
| halt 0,13°/,. Das Filtrat vom CuS enthielt 12,88°/, N. 


Zusammenstellung: 


Adsorption an HgS 0,93°/, N 


“ ae se we es ee OP 
™ .» CuO, CuCO, . .. . 38,50, N 
“ yO es cee ws s ORS 


Filtrat vom CuS . 12,88°/, N _ 
18,29 °/, N 
Angewandt 18,52°/, N, zuriickgewonnen 12,88°/, N, Verlust = 5,64°/, N. 


In mehreren analog durchgefiihrten Versuchen waren die Verluste 


von der gleichen GréBenordnung. Bei der Ubertragung der Methode auf 
| LiveiBstoffe erhielten wir bei ein und denselben Proteinen verschiedene 
| Werte. Wir haben noch Versuche mit Zusatz von Histidin zum Hydrolysat 
_ von bestimmten Eiweifstoffen durchgefiihrt. Auch hierbei zeigte sich, daf 
- grobe Verluste durch Adsorption an Niederschlige eintreten. Die Me- 
_ thode von Block ist in der vorliegenden Form fiir die Bestim- 


mung von Histidin nicht verwertbar. 
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176 Abderhalden u. Siebel, Beitrag zum Problem d. Abhingigkeit ugy. 


Uberblicken wir das Gesamtergebnis unserer Versuche ibe; 
den Gehalt der Plasma- bzw. Serumproteine aus Pferde- uj 
Rinderblut und aus Blut von Kaninchen, die 4 Wochen lang eip. 
seitig mit Griinfutter, bzw. Kleie, bzw. Hafer ernihrt worden sinj 
dann ergibt sich ein einheitliches Bild und zwar im Sinne eine; 
groBen Ubereinstimmung der Zusammensetzung de 
glei¢hartigen Proteine bei den einzelnen Tierarten. 

Angefiigt sei, daB W. C. Lee und H. B. Lewis®) gefunden 
haben, daB weder Hunger (48—72 Stunden) noch wieder erfolgt 
Nahrungszufuhr irgendwelche in Betracht kommende Verinderungen 
in der Zusammensetzung von Muskel und Niere von wachsendey 
und auch erwachsenen Ratten hervorzubringen vermochten. f; 
gilt dies auch fiir die EiweiSkérper der genannten Gewebe (Stick- 
stoff-, Schwefel-, labiler Schwefelgehalt, Tyrosin-, Cystin-, Trypto. 
phangehalt), Die Verfasser konnten die Ergebnisse von Schenk 
und Wollschitt}) in keiner Weise bestitigen. Es_ berichten 
ferner H.O. Calvery und H. W. Titus?) itiber die Zusammen- 
setzung von Kiwei®kérpern von Kiern von Hiihnern, die ver. 
schieden ernihrt worden waren. Sie bringen zusammenfassend 
zum Ausdruck, daB keine merkbaren Unterschiede in der Zu- 
sammensetzung der Proteine feststellbar waren. 


Literatur. 


1. Als Beispiele seien angefiihrt E.G. Schenk, Arch. f. exper. Path. 150, 
160 (1930); 175, 401 (1934); Schenk u. H. Wollschitt, ebenda 17%), 
151 (1933); 173, 260, 269, 278 (1933); K. Lang, ebenda 145, 88 (1929): 
154, 342 (1930); 174, 63 (1933); Lang u. A. Braun, ebenda 167, 103 
(1932); T. Wohlfeil, Arch. f. Immunititsf. 74, 229 (1932); D. v. Desed, 
E. Lammerth u. L. Fodor, Biochem. Z. 271, 381 (1934). 

R. J. Block, J. of Biol. Chem. 103, 261 (1933); 104, 347 (1934). 

. Diese Z. 189, 4 (1930). 

Arch. f. exper. Path. 170, 151, 153 (1938). 

Fermentforschg. 14, 462 (1935). 

J. of Biol. Chem. 83, 89 (1929). 

Biochem. Z. 271, 142 (1934). 

J. of Biol. Chem. 106, 457 (1934), hier finden sich die Vorliufer der von 
diesem Autor ausgearbeiteten Methoden von H. B. Vickery angegeben. 
. J. of Biol. Chem. 107, 649 (1934). 
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o elp. 
L sind 
"* Verwendung des Orthophthaldialdehyd-Reagenses 
& nach Walther Zimmermann 

nde zum Nachweis kleiner Mengen von Glykokoll 
folete und zur Bestimmung seiner Stellung in Polypeptiden. 
ungen Von 
enden fi Emil Abderhalden und Annelise Neumann. 

ike | 
Stick. (Aus dem Physiologischen Institut der Martin Luther-Universitét Halle a. 8.) 
‘ypto- (Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1935.) 
henk = pusneinai 
chten 
men- Zur Feststellung der Verwendbarkeit des von W. Zimmer- 


ver. ME mann?) angegebenen Reagenses auf Glykokoll haben wir zunichst 
ssend Me auber den von diesem selbst untersuchten Aminosiuren alle die- 
Zu. | jenigen in den Kreis der Priifung gezogen, die bei der Hydrolyse | 
‘yon KiweiBstoffen feststellbar sind. Bei der Ausfiihrung der Reak- | 

‘tion hielten wir uns genau an die von Zimmermann gegebene 
'Vorschrift. Besonders sorgten wir dafiir, da keine Spur von 

150, Ammoniak zugegen war. Die Ergebnisse sind in der Tab. 1 zu- 

170, J sammengestellt. 
829 ‘Tn weiteren Versuchen mischten wir Glykokoll mit verschiedenen 
; Aminosiuren, um festzustellen, ob dadurch eine Beeinflussung der 
Farbreaktion zustande kommt (vgl. hierzu Tab. 2 und 3). 


Auf Grund der bei den erwi&hnten Versuchen erhaltenen | 

Ergebnisse l4Bt sich aussagen, daB fiir die Gegenwart von 

freiem Glykokoll noch mehr als die Violettfirbung das i 

Auftreten eines — oft iuBerst geringen — fein sus- f 

-pendierten dunkelvioletten oder schwarzblauen Nieder- 
hon, e chlags charakteristisch ist. Er ballt sich bei lingerem | 
~ @ Stehen der Lésung zu Flocken zusammen, die sich allmihlich 

'absetzen. Dieser Niederschlag ist so fein, daB selbst auf einem 

'gehiirteten Filter nur Spuren davon zuriickbleiben. Von den | 

ibrigen Aminosiuren gibt nur Tryptophan mit dem Ortho- | 

| phthaldialdehyd-Reagens einen Niederschlag, doch ist dieser braun 


) Diese Z. 189, 4 (1930). 
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Emil Abderhalden und Annelise Neumann, 


Tabelle 1. 


Es wurden je 2,0 cem der wiiBrigen Aminosiurelésungen angewandt, 





°/,-Geh. 
Substanz der 


Lésung 





Glykokoll. . . 1,0 


Alanin.... 1,0 


0,5 

0,1 

Leucin 0,5 

0,1 

Serin . 1,0 

0,5 

0,1 

1-Prolin . 0,5 

1-Oxyprolin . 0,1 

co 0,5 
d,l- a - Amino- 

buttersiiure . 0,5 

Phenylalanin 0,5 

Glutaminsiiure. 0,5 

Asparaginsiiure 0,5 


Histidin ... 0,5 
Tryptophan. . 0,5 
Il-Cystin. ... 0,5 


Arginin. ... 0,5 
Methionin. . . 1,0 








Erste Farberscheinung 


Fiirbung 


nach liingerem Stehoey 





schwarzyviolett, Niederschlag 


desgl. 
wird allmihlich (5—10 Sek.) 
blau und undurchsichtig 
durehsichtig hell weinrot 


wie oben, schwicher 
keine Fiirbung 
desgl. 
desgl. 
schwach gelborange 
wie oben, heller 
keine Firbung 
dese. 
desgl. 


desgl. 


schwach gelblichrot 
opalescierend weibe Triibung 
hell griinrot 
sehr hell griinrot 
blutrot 


sofort dicke, braungriine 
Triibung 
schwach gelbroétlich 


intensiv orange 
schwach rosa, klar 





Tabelle 2. 


der fein suspend. Niedg 
schlag sitzt ab, flock 


dunkle Flockenbilduy 


wird blau, bleibt dur 
sichtig 
wie oben, schwiicher 
keine Fiirbung 
desgl. 
desg. 
schwach gelb 
wie oben, heller 
sechwach gelblich 
keine Firbung 
desgl. 
desgl. 


orange 
bleibt so 
desgl. 
desgl. 
wird dunkelgriin, dur 
sichtig 
braune Abscheidung 
eriiner Lésung 
nach 2 Stunden dunk 
kirschrot 
nach 2 Stdn. leuchtendbl 
nach 6 Stunden sch: 


grauviolett, leicht getri 


Es wurden angewandt: je 2,0 cem einer 0,5°/,igen wiBrigen Glykokollésung 
und je 2,0 cem einer 0,5°/,igen wiBrigen Lésung 


einer zweiten Aminosiiure. 








Substanzen 


Farberscheinung 














Glykokoll + Alanin . . 


Glykokoll + Prolin . . 
Glykokoll + Serin. . . 
Glykokoll + Tyrosin . 

Glykokoll + Histidin. . 
Glykokoll + Tryptophan 


Niederschlag 
rotviolett, schnell dunkler, 





rotviolett, wird schnell dunkel, fein suspendie 


flockiger Niederschlag 


violettrot, dunkelt violett nach, Niederschlag 
rot, sofort dunkelviolett, Niederschlag 

sofort schwarzrot, bleibt durchsichtig 
sofort rot, dunkeigriin, schwarzviolett, Niedersch! 
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Tabelle 3. 


Untersuchung von Lésungsgemischen aus Glykokoll 
und mehreren anderen Aminosiiuren. 





0.5 eem 
0.5 eem 
1.0 ecm 


0.5 ecm 
0.5 eem 
1,0 eem 
U.0 COM 


0.5 eem 
0.5 ecm 
1.0 ecm 


0.5 eem 
0,5 eem 
1.0 eem 
0.5 ecm 


0,5 eem 
0.5 ecm 
1,0 eem 
0.5 eem 
0.5 ecm 
1,0 eem 


0,5 ecm 
0.5 eem 
1,0 eem 
1,0 eem 


0,5 eem 
0.5 eem 
1,0 eem 
1,0 eem 
0.5 eem 


Substanzlésungen 


Alaninlsg., 1°/,ig _ 
Argininlsg., 0,5 °/) ig 


Glykokolllsg., 1°/)i 


Alaninlsg., 1°/,ig 
Argininlsg., 0,5°/,ig 
Histidinlsg., 1°/,ig 


Glykokolllsg., 1°/,i 
Glutaminsiiurelsg., 
~*her rh: 

Prolinlsg., 0,5°/,ig 


Glykokolllsg., 1°/,ig 


or 
>] 


5 
1 


O/ $ 
/olf 


Glykokolllsg., 1°/,ig 


Glutaminsiiurelsg., 1°/,ig 


Prolinlsg., 0,5 °), ig 
Histidinlsg., 1°/,ig 


Glykokolllsg., 1°/,ig 
Alaninlsg., 1°/,ig 
Argininlsg., 0,5°/,ig 


Histidinlsg., 1°/,ig 


Glutaminsiiurelsg., 1°/,ig 


Prolinisg., 0,5°/,ig 


Glykokolllsg., 1°/,ig 
SerinIsg., 1°/,ig 
Leucinlsg., 0,5°/,ig 

Phenylalaninlsg., 0,5°/, ig 


Glykokolllsg., 1°/,ig 


Serinlsg., 


1°/, ig 


Leucinlsg., 0,5°/jig 
Phenylalaninlsg., 0,5°/, ig 


Histidinlsg., 1°/,ig 


je 2,0 cem der Lésungsgemische 

Nr. 5 und Nr. 7, enthaltend 

Glykokoll (2x) 
Histidin (2 x) 


Alanin 

Arginin 

Glutaminsiure 
0,5 cem 


0.5 eem 
1,0 eem 
1,0 eem 


0.5 eem 
1,0 eem 


1,0 eem 


Prolin 
Serin 
Leucin 


Phenylalanin 


Glykokolllsg., 1°/,ig 
Asparaginlsg., 1°/,ig 
1-CystinIsg., 0,5°/,ig 
Tyrosinlsg., 0,5°/,ig 
Glykokolllsg., 1°/,ig 
a - Aminobuttersiiurelsg., 


0,5°/,ig 


Tryptophanlsg., 0,5°/,ig 








Farberscheinungen 


augenblicklich starke Weinrotfiirb., wird 
in wenigen Sek. dunkelviolett und un- 
durchsichtig. Suspendiert. Niederschlag 


sofort erscheinende undurchsicht., dicke, 
dunkelblaue Farbe, fein suspendierter 
Niederschlag 


sofort auftretende schwarzblaue Fiirbung 
mit suspendiertem Niederschlag 


sofortige undurchsichtige, schwarzblaue 
“iirbung mit suspendiertem Niederschlag 


sofort schwarzblaue Fiirbung mit sus- 
pendiertem Niederschlag 


sofort dunkelblaue, undurchsichtige Fiir- 
bung. Suspendierter Niederschlag 


sofort dunkelblaue, undurchsichtige Fiir- 
bung. Dunkelvioletter, suspendierter 
Niederschlag 


sofort schwarzblaue Firbung mit sus- 
pendiertem Niederschlag 


sofort iiber Rot, Griin, schwarzblaue 
Firbung mit suspendiertem Niederschlag 


sofort tiefe, undurchsicht., blauschwarze 
Farbung mit suspendiertem Niederschlag 


a 
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gefiirbt und in einer griinen Lisung suspendiert. Der Nachwej 

von Glykokoll ist somit nicht eindeutig. Auch Histidin stir s 
weil es mit dem Reagens eine intensive Rotfirbung ergibt wif - 
das Auftreten des fiir Glycin charakteristischen Niederschlagh 
verhindert sein kann. Im Gemisch mit den iibrigen AminosiurafE 
(in gleicher Konzentration wie das Glykokoll) laBt sich dieses fay 
immer einwandfrei nachweisen (fein suspendierte, dunkelvioletsi 


oder schwarzblaue Abscheidung). 


Auf Grund der Ergebnisse dieser Vorstudien priiften wir, 0) 
sich unter den Produkten der vollstindigen Hydrolysf 
von EiweiBstoffen, bei denen bislang Glycin als abweseni™ 


angenommen wurde, solches feststellen laBt. 


Zunichst hydrolysierten wir Proteine, die glykokollhaltig sind. § i 
spalteten wir!) Pseudoglobulin in bekannter Weise mit rauchender Sal. 


siiure. Es wurde dann zur Isolierung der Monoaminosiiuren die Ester. 
methode angewandt. Aufgefangen wurden die Aminosidureester bei etwi 


20 mm Druck bis 100° Wasserbadtemperatur’?. Die Ester wurden mie 
kochendem Wasser verseift. Hierauf wurde die wibrige Lésung der Amin 
siuren auf dem Wasserbad eingeengt. Von Zeit zu Zeit entnahmen wie 
wiihrend der Konzentrierung der Lésung Proben und priiften mit dem Orth 
phthaldialdehyd-Reagens auf Glykokoll. Die Probe fiel nur bei Verwenduyf 


von Pseudoglobulin (untersucht wurde soleches vom Rind und vom Pferi 
positiv aus, wihrend Albumin und Euglobulin (aus Rinderblutplasm 


eine negative Reaktion ergaben. Zur Hydrolyse angewandt wurden 15 bife 


50 g EiweiB. 


1) Bei den ersten Versuchen hydrolysierten wir mit 25°/,iger Schwefe- & 


siure. Nach deren Entfernung mit Baryt wurde das braungelb gefiirbt 


Filtrat mit Tierkohle entfirbt und die Lésung mit dem Zimmermannsche 


Reagens gepriift. Die Reaktion fiel bei Verwendung von Albumin, Pseudo: 


globulin und Euglobulin negativ aus. Wurde jedoch der Bariumsulfit 
niederschlag ausgekocht, dann erhielten wir bei der Verwendung von Pseudo & 
globulin nach Zusatz des erwihnten Reagenses sofort eine weinrote, if 
wenigen Augenblicken tiber Rotviolett, Violett, Blauviolett blau werdeni® 
Fliissigkeit, aus der sich nach 1—2stiindigem Stehen Spuren eines dunke! 
violetten Niederschlags abschieden. Die Beobachtung, da8 das in Wass 
lésliche Glycin vom Bariumsulfat zuriickgehalten wird, ist im hiesigen Instituyq 
wiederholt gemacht worden. Es ist notwendig, den BaSO,-Niederschlag 1% 
lange mit Wasser (eventuell unter Zusatz von Essig- oder Salzsiiure) au 


zukochen, bis dieser, mit Ninhydrin gekocht, keine Blaufiirbung mehr gibt 


2) Von gréBter Bedeutung ist, den Ather, in dem die Ester gelisfh 
waren, nach erfolgtem Abdestillieren mit Wasser auszuschiitteln und dieseyq 
mit dem Zimmermannschen Reagens zu priifen. So gelang es, GlyciifR 
als Bestandteil des MuskeleiweiBes vom Kabliau festzustellen, nachdeoyy 
die sonstigen Methoden seines Nachweises wegen des sehr geringen Gey 


haltes an dieser Aminosiure versagt hatten. 
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Wir untersuchten weiterhin eine Reihe von Polypeptiden, 


an deren Aufbau Glykokoll in verschiedener Stellung im Gesamt- 
bt uni molekil beteiligt war. Die Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammen- 


" gestellt. 


Tabelle 4. 


Untersuchung von Glykokoll als Baustein enthaltenden Polypeptiden. 
Angewandt wurden je 2,0 cem von 0,5°/,igen Lésungen, 
bei schwerer léslichen Substanzen von gesittigten Lésungen. 





mene 











Polypeptide Firbung der Loésung 
PGlyeyl-l-leucin. . . ... wird schnell violettrot; nach 2 Stdn. violetter 
| Niederschlag 

Glycyl-d-leucin ..... desgl. 

Glyecyl-l-norleucin . . . . | desgl. 

'Glycinanhydrid ..... sofort tiefrot, wird schnell violett 

/Glycyl-l-tyrosin ..... wird schnell violettrot, bald violetter Nieder- 

: schlag 

. Glyeyl-l-tyrosinanhydrid wird allmihlich grauviolett 

SS a erst farblos, wird langsam violettblau, dann 
braunstichig 

Glycyl-glycyl-d,l-leucin .. . | erst gelbrot, wird schnell rot, dann violett 

CS | ee hell weinrot, wird bliulich, nach 2 Stdn. 
dunkelgriin 


) 1 y 
| Peri ' Triglyeyl-d,l-leucin. . . . 
| Triglycyl-d,l-valin . . .. 


plasma 
15 bie 


Norleucyl-glycyl-norvalin . 
| |-Leueyl-glycyl-l-tyrosin. . 


nwefel: 
efiirbte 
n sche 
»seudo- 
sul fat 
seudo- i 
te, int 
rdend 
junkel: 
Vasseme 
nstitu 
lag 0% 
) aus 
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gelis 

diese 


n Ge 


_ |-Leucy]-glyeyl-glycin 


erst hellrot, wird dunkler, in 2—3 Min. violett 
hell kirschrot, wird dunkler, in 2—3 Min. violett 


mPentaglycin....... erst rétlich, wird bliulich, nach 2 Stdn. dunkel- 


rin 
wird hellgelb und bleibt so 
bleibt farblos 


dji-Leueyl-glycin. . .. . schwach rétlich, bleibt so 
P Prolyl-eglycin. . ..... bleibt vollig farblos 
| |-Tyrosyl-glycin ..... desgl. 


ganz wenig rosa, bleibt so 





Ks zeigte sich, dab Polypeptide, in denen das Glyko- 
koll die Aminogruppe aufweist, regelmiBig eine deut- 


_liche, fir Glycin charakteristische Firbung ergaben. Bei 


den einfacheren Aminosiureketten kam es vielfach beim Stehen 


' zur Ausflockung des oben erwi&hnten fein suspendierten violetten 


Niederschlags. War das Glykokoll in das Polypeptid ein- 


| gebaut, oder trug es die Carboxylgruppe, dann fiel die 
| Reaktion mit dem Reagens von Zimmermann immer 


ai hegativ aus. Diese Feststellung erméglicht bei Polypeptiden, 
a! you 
hd siure die Aminogruppe trigt oder nicht. Am Beispiel des glyko- 


die Glycin als Baustein enthalten, festzustellen, ob diese Amino- 


_ kollreichen Seidenfibroins priiften wir, ob es gelingt, in Proteinen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX XVIII. 13 
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die Stellung des Glycins festzustellen. Wir lésten 0,5 g Fibroin 
in 30 ccm 60°/,iger Lithiumbromidlésung auf und filtrierten, 


2ccm des klaren, farblosen Filtrates versetzten wir mit dey 


Orthophthaldialdehyd-Reagens. Es entstand eine schwach gelb. § 


liche Farbung, die sich beim Stehen nur unwesentlich vertiette 


Mit Seidenpepton dagegen erhielten wir eine positive Reaktion — — 


weinrote Farbung, die in Violett iiberging, um schlieBlich un. 
durchsichtig schwarz-violett zu werden. Noch bei einer 0,3°/, igen 
wiBrigen Lésung trat die Reaktion sofort ein. 


Wir haben ferner das Zimmermannsche Reagens daz 
benutzt, um festzustellen, welche Struktur Glycin enthaltende 
Dipeptide besitzen, die aus diese Aminosiure enthaltenden J)i- 
oxopiperazinen durch Aufspaltung entstehen. Auch hier erwies 
sich das Verfahren als erfolgreich. Ferner leistete es uns gute 
Dienste bei der Untersuchung des Aufbaus von aus Eiweib ge. 
wonnenen Polypeptiden mit Glycin als Baustein. 
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Uber die Bedeutung des Carnitins im Muskel. 


Von 


Erich Strack, Philipp Wérdehoff und Herbert Schwaneberg. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1935.) 





Das Carnitin (CH,), N(OH)CH,CH(OH)CH,COOH kommt regel- 


' mifig und in erheblicher Menge in den quergestreiften Muskeln 
vor}. Seine physiologischen Wirkungen, die man von ihm als 
' quaternire Ammoniumbase vermutete, sind schon verschiedentlich 
‘untersucht worden. Unter anderen studierten Kutscher und 
_Lohmann?) seinen Einflu8 auf Blutdruck, Herz- und Darmtitig- 
 keit und Komaroff*)insbesondere auf die Darmsekretion. Dariiber, 
| daB das Carnitin bei der Tatigkeit der quergestreiften Muskeln 
' nitwirkt, ist bisher nichts bekannt geworden. — Letzthin haben 
'wir nachgewilesen, daB der lebensfrische Muskel freies Cholin und 
' Acetylcholin in chemisch faBbarer Menge nicht enthalt, und daB 
'in ihm in nennenswertem MaBe auch kein Cholin frei gemacht 
| wird, wenn er langere Zeit im Brutschrank aufbewahrt wird‘). Dem 
| quergestreiften Muskel fehlen im Gegensatz zu anderen Organen 
| anscheinend entweder die cholinhaltigen Vorstufen oder die not- 


wendigen Fermente dazu. Da8 in der Tat seine Phosphatide sich 
anders verhalten wie die der Leber und Placenta®), war daran 


_ersichtlich, daB die waBrigen Muskelextrakte keine Phosphatide 
'enthalten. Bei Leber und Placenta spalten vermutlich gerade 


diese in der Hauptsache so leicht Cholin ab. An Stelle des 


| Cholins 14Bt sich nun aus Muskel das Carnitin in ahnlich grofer 
Menge darstellen wie aus vielen anderen Geweben das Cholin. 
' Dem Schrifttum nach ist auch kein Carnitin in den Organen ge- 
_funden worden, aus denen freies Cholin in gréBerer Menge dar- 


gestellt worden ist. Es erweckt also den Anschein, als ob die 


_ beiden Basen sich gegenseitig ersetzen und in ihren freien Formen 
_ etwa als verschiedene Endprodukte wirksamer Zwischenstufen ent- 
' Standen sind. Wir versuchten deshalb erst einmal, ob das Carnitin 
| durch Veresterung an seiner sekundaren alkoholischen Gruppe 


13* 
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auch eine Wirkungssteigerung erfaihrt, wie es bei der Uberfiihrung E 


des Cholins in das Acetylcholin der Fall ist. Gleichzeitig wollte, 
wir damit feststellen, ob das chemisch empfindliche Carnitin },; 
der Isolierung und Acetylierung Acetylcholin vortiuschen un 
somit zu einer Fehlerquelle bei den biologischen Bestimmunge, 
des Cholins im Muskel werden kann. 

Fiir diese und weitere Untersuchungen wurden gréBere Menger 
an Carnitin benétigt. Daher war es lohnend, ein einfaches Dar. 
stellungsverfahren dafiir zu suchen. Denn die bisherigen quanti. 
tativen Darstellungen, wie z. B. die von Gulewitsch und Krin. 
berg®), von Smorodinzew’) und auch von uns‘) sind langwierig 
und man erhalt dazu noch geringe Carnitinmengen, wenn man, 
wie wir es anfangs auch getan haben, von frischem Muskel avs. 
geht. Deshalb haben wir bei unseren jetzigen Ausarbeitungen nach 
Méglichkeit gréBere Flissigkeitsmengen und zeitraubende Fallunger 
vermieden und als Ausgangsmaterial kauflichen Liebigs-Fleisch. 
extrakt genommen®), in dem das Carnitin angereichert vorkomnt 
[Kutscher’)]. Unter den verschiedenen brauchbaren Verfahren, 
die wir erprobt haben, erwies sich folgendes sehr vorteilhaft. Der 
Fleischextrakt wird mit 96°/,igem Alkohol ausgezogen und der 
Destillationsriickstand in wiBriger Lésung bei schwach alkalischer 
Reaktion mit Quecksilberchlorid gefallt. Aus dem mit Schwefel. 
wasserstoff zerlegten und eingedampften Filtrat fallt mit Gold. 
chlorid das Carnitingoldsalz ohne spiiter stérende Schmieren aus 
und kann durch Umkrystallisieren leicht gereinigt werden. Au 
diese einfache Weise konnten wir aus Liebigs-Fleischextrakt 1,8", 
Carnitin, als Betain berechnet, gewinnen. Dies entspricht einem 
durchschnittlich hohen Gehalt von etwa 0,05°/, Carnitin im frischer 
Muskel’). Die Ausbeute ist iiberraschend gut; denn der von 
Guggenheim!) aus der Quecksilberfillung von Gulewitsch und 
Krimberg‘) errechnete Gehalt von 1,3°/, im Fleischextrakt. ist 
sicherlich noch zu hoch angesetzt, da an dieser Stelle eine Reihe 
weiterer Quecksilbersalze mit ausfallen. — Von erheblichem Ein- 
flu8 auf die Ausbeute ist, daB bei der ersten Goldfallung viel 
Salze zugegen sind, denn das Carnitingoldsalz ist aussalzbar. Bei 
unserer Verarbeitung ist dies der Fall. Bei einem Vergleich war 
das Carnitingoldsaiz bei + 5° léslich: In reinem salzsauren Wasser 
zu 2,5-Vol.-°/, in etwa 2°/,iger iiberschiissiger Goldchlorwasser- 
stoffsiure zu 1,1-Vol.-°/, und in gesittigter Kochsalzlésung (etwa 
89°/, reines Lésungsmittel), zu 1,0-Vol.-°/,. Sind die beiden letzten 
Bedingungen gemeinsam erfiillt, so list es sich nur zu 0,5-Vol.-°/,. — 








Neben anderen Basen waren in unserem ersten alkoholischen 
| Extrakt gréBere Mengen an Kreatinin und Methylguanidin ent- 
q halten, die man mit absolutem Alkohol entfernen kann. AuBerdem 
'fanden wir bei der Goldfillung in den Restmutterlaugen eine 
| allerdings sehr geringe Menge an Cholin. 


Das so erhaltene Carnitingoldsalz war umkrystallisiert ana- 


_ lysenrein und schmolz wie verlangt bei 155°. (Dies ist fiir die 
Bewertung eines Teils der biologischen Priifungen spiter von 
| Wichtigkeit.) In dieser Form hilt es sich lingere Zeit. Wenn man 
es allerdings offen an der Luft stehen l4Bt, so bilden sich mit 
' der Zeit betriichtliche Mengen Crotonbetain. Auch das Chlorid 
ist nicht gut bestindig, besonders, wenn es von der Herstellung 
her noch etwas freie Salzsiiure enthilt. Wir stellten fest, daB es 
dann nicht mehr das tibliche Goldsalz gab, wenn es einige Wochen 
' iiber Schwefelsiure und Natronlauge im Exsiccator gestanden 
| hatte. Das Goldsalz war dann lig und krystallisierte auch beim 
| Abkiihlen und Reiben nicht. Urspriingliches Goldsalz konnte je- 
' doch wiedererhalten werden, wenn das Chlorid vorher mit ver- 
_ dinnter Natronlauge kurz erwirmt wurde. (Erhitzt man es linger 
' oder bringt es in offener Schale auf dem Wasserbad zur Trockne, 
| so tritt Trimethylamingeruch*) auf, und es entsteht reichlich 
' Crotonbetain, das als Goldsalz in der von Linneweh’) be- 
' schriebenen gestrickten Form auskrystallisierte.) Das Chlorid hat 
sich im Exsiccator wohl in der Weise verindert, daB sich teilweise 
| 2Molekiile miteinander verestert haben, und daB es sich teilweise 
betainisiert hat. (Auch das reine Carnitinbetain gab mit saurem 
' Goldchlorid ein schwer lésliches éliges Goldsalz, das sich beim 
| Stehen in der stark kongosauren Liésung nur langsam in das 
, typische Carnitingoldsalz zuriickverwandelte.) Daneben ist noch 
' Crotonbetain entstanden. AuBerdem gibt das veriinderte Chlorid 
_ ein in Wasser unldsliches Reineckat, das teilweise in Alkohol und 
' auch in Aceton schwerer léslich ist, als das vom reinen Carnitin. 
| Vielleicht erkliren solche Léslichkeitsinderungen, warum wir 
| friher*) bei den Carnitinbestimmungen im Muskel mit dem 
| Reineckatverfahren 2°) weniger fanden, als mit unserem damaligen, 
_ verhaltnismaBig groben Verfahren. 


Aus dem Goldsalz stellten wir mit Schwefelwasserstoff das 


| Carnitinchlorid her und ausdiesem nach Krimberg und Wittandt!}) 
_ das Acetylearnitinchlorid. Da sich beim Acetylieren schmierige 
_ Stoffe bildeten, erwies es sich als zweckmaBig, das Acetylchlorid 
| abzufiltrieren und den Riickstand mit reinem Acetylchlorid nach- 
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zuwaschen. Die Krystalle schmolzen dann 6° hiher als jene ‘ 


Autoren angeben. Will man daraus das Goldsalz darstellen, 
ist beachtenswert, daB dieses zwar in saurem Wasser schwer lis. 
lich ist, sich aber im Uberschu8 von Goldchlorid wieder auflost 
Das Goldsalz 1iBt sich nicht unveriindert aus Wasser umkrystalli. 
sieren, sondern nur aus verdiinnter Salzsdure. Aus heiBem Wasser 
scheidet sich langsam eine Verbindung von der Zusammensetzung 
C,H,,NO,-AuCl, ab, die bei 160° sintert und bei 162° (korr) 
schmilzt. Durch Zusatz von Natriumacetat kann die Fallung ver. 
mehrt werden. Die Verbindung ist in den meisten Lisungsmittely 
sehr schwer léslich. Ob sie sich zur Isolierung des Acetylcarnitin; 
bzw. Carnitins eignet, muB8 noch geprift werden. Wir nehme 
an, daB sie in der Weise entsteht, daB sich das Acetylcarnitin. 
chloroaurat betainisiert, und daf die Betainform unter Abspaltung 
von Salzsiure mit Goldtrichlorid die schwer lésliche Verbindung 
gibt. Vor kurzem haben wir eine Reihe atypischer Goldderivate 
von verschiedenen Basen beschrieben!”). Wir bemihten uns jedoch 
damals vergebens, derartige Verbindungen von quaterniiren Ammo- 
niumbasen darzustellen. Auch das Carnitingoldsalz gibt ein solches 
Derivat, das sich jedoch anders verhalt und schwierig rein dar- 
zustellen ist. Es ist leichter léslich und im Gegensatz zum Acetyl. 
carnitin lést Natriumacetatzugabe es auf. Wir haben diese Ver. 
bindung nicht weiter untersucht. 

Zur Priifung der biologischen Wirksamkeit des Carnitins 
waihlten wir den Miausedarm als glattes und den Froschrektus 
als quergestreiftes Muskelgewebe. Fiir beide Gewebe ist das Be- 
stimmungsverfahren gut durchgearbeitet, und es ist von ihnen 
bekannt, daB sie in charakteristischer Art auf Acetylcholin an- 
sprechen. Durch den Vergleich mit diesem Stoff .werden unser¢ 
Priifungen insofern erleichtert, als sich die Wirksamkeit des 
Carnitins und des acetylierten Carnitins besser messen lift. 
Denn die Kontraktionen des Froschmuskels auf das Carnitin 
verlaufen nicht immer gleichartig und sind unter Umstiinden 
zeitlich verschieden groB. Die Wertermittlung nach einer be- 
stimmten Zeit, z. B. nach 3 oder 5 Minuten, wie es beim Acetyl- 
cholin iiblich ist, ist daher nicht ganz exakt. Wir haben deshalb 
neben solchen Werten die maximalen Kurvenhdhen unabhingig 
von der Zeit verglichen. Da diese teils nach 45 Minuten, teil weise 
sogar erst nach 2—3 Stunden erreicht wurden, ist die Priifung 
der erhaltenen Empfindlichkeit mit einem charakteristischen Stofi, 
wie das Acetylcholin von groBem Vorteil. — Das Carnitin haben 














' wir so gepriift, daB wir das Chlorid in Wasser lésten und, da es 
| schwach kongosauer reagiert, mit verdiinnter Natronlauge eben 
- lackmusalkalisch und dann durch einen Tropfen verdiinnter Essig- 
; siure eben wieder lackmussauer machten. Auf diese Weise war 
' am besten eine gleichmiBige EKinstellung gewiahrleistet; denn das 
- Carnitin reagiert amphoter und kann in verschieden starkem Grad 
_ betainisiert sein, wodurch seine Wirkung geindert sein kann. 
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Vom Carnitinchlorid blieben am Miausedarm Mengen bis zu 


| 10mg, zu 20 ccm Badfliissigkeit gegeben, ohne erkennbaren Kin- 
' fluB. Bei gréBeren Mengen erschlaffte sogar der Darm. Dieses 
 regelmiBige Ergebnis stimmt mit der einen Beobachtung von 
' Kutscher und Lohmann?) am Katzendarm iiberein. Wodurch 
| ihre anderen gegenteiligen Befunde zustande gekommen sind, ist 
| uns nicht ersichtlich. Die hemmende Wirkung des Carnitins wird 
_ auch daran deutlich, daB es die Wirkung einer Acetylcholinlésung 
' abschwachte. Das aus Alkohol umkrystallisierte Carnitinchlorid 
' hatte ebenso wie das ohne weitere Reinigung unmittelbar aus 
| dem analysenreinen Goldsalz dargestellte Carnitinchlorid die gleiche 
_ Wirkung. Nach dem Acetylieren ist dies nicht mehr der Fall. — 
' Am Froschrektus ruft das Carnitin zwar eine Verkiirzung hervor, 
_ jedoch erst bei ziemlich hohen Konzentrationen. Vom umkrystalli- 


sierten Carnitinchlorid waren Mengen bis zu 20 mg, zu 20 ccm 
Badfliissigkeit gegeben, wirkungslos; 100 mg entsprachen nach 
3 Minuten 1 y Acetylcholin und nach 45 Minuten, etwa der 
crbBten Kurvenhéhe, 4 y Acetylcholin. Das aus reinem Goldsalz 


unmittelbar dargestellte Chlorid war ein wenig wirksamer, jedoch 
_ nicht ganz gleichmaBig in seiner Wirksamkeit. So entsprachen 


30 mg nach 3 Minuten etwa 1 y Acetylcholin, 65 mg etwa 2 7; 
von einem anderen Priparat wirkten 90 mg wie 1,3 y Acetylcholin. 
Die wechselnde Wirksamkeit hingt neben dem andersartigen 
Kurvenverlauf und einer verschieden starken Betainisierung wohl 
auch von dem unten erwidhnten Beistoff ab. 

Die Wirkung des acetylierten Carnitins priiften wir anfangs 
so, daB wir das reine Carnitingoldsalz mit Schwefelwasserstoff 
zerlegten, eindampften und mit Acetylchlorid acetylierten, wie es 
beim Cholin iiblich ist, um dieses in das Acetylcholin iiberzu- 
fihren. Es entstand dabei eine betrichtliche biologische Wirk- 
samkeit. Im Vergleich zum Acetylcholin = 1 betrug sie auf das 
Betain bezogen etwa 1:135 am Froschrektus und 1:165 am 
Miusedarm. Das acetylierte Produkt war also am Rektus etwa 
200 mal wirksamer geworden als das Carnitin, von dem wir aus- 
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gegangen waren. Auch als wir dieses acetylierte Produkt danp 
iiber das Platinsalz umfillten, anderte sich die Wirksamkeit nich; 
wesentlich, Ebenso blieb sie etwa gleich stark bei 1/, wie bej 
5 stiindigem Acetylieren. — Die Form der Kurve des acetylierten 
Produktes ahnelte der vom Acetylcholin. Die Wirkung am Miuse. 
darm konnte mit Atropin ausgeléscht und durch Sensibilisierey 
mit Physostigmin am Froschrektus gesteigert werden. Das Ver. 
halten gleicht also dem des Acetylcholins. Cholingoldsalz kann 
aber entsprechend seiner Lislichkeit bei den mehrfachen Un. 
krystallisationen aus viel Wasser dem Carnitingoldsalz nicht mehr 
beigemengt sein. Es muB deshalb streng ausgeschlossen werden, 
weil schon der ziemlich kleine Gehalt von 0,7°/, einen derartigen 
Effekt hervorrufen wiirde. 

Dieses Verhalten nach dem Acetylieren bestiirkte die erste 
Annahme, daB das veresterte Carnitin ein biologisch wirksamer 
Stoff sein kénnte. Dafiir sprach auch, daB das Acetylcarnitin 
durch QOH-Ionen sehr leicht wieder in das Carnitin zuriick- 
verwandelt werden konnte, also sich ihnlich verhielt wie das 
Acetylcholin. Die Annahme bestiitigte sich aber nicht. Denn als 
wir von gréBeren Stofimengen ausgingen und nun das erhaltene 
Acetylcarnitinchlorid iiber Alkohol reinigten, war seine biologische 
Wirkung am Froschrektus noch geringer als die des Carnitins: 
121,3 mg (die dem oben angewandten Carnitin entsprechende 
molare Menge) hatte tiberhaupt keine Wirkung; 182 mg wirkten 
nach 90 Minuten wie 3 y Acetylcholin und 242,6 mg nach 3 Mi- 
nuten wie 2 y Acetylcholin. Hierbei stieg die Kurve dann stetig 
weiter und war nach 3 Stunden noch nicht auf ihrem héchsten 
Punkt. Sie entsprach jetzt etwa 15 y Acetylcholin. Wir iber- 
zeugten uns dann noch davon, daB das Acetylcarnitin unter den 
Bedingungen der Priifung nicht zersetzt worden war, indem wir 
es als Goldsalz fillten. 

Es muB daher die Wirksamkeit des zerlegten, analysenreinen 
Goldsalzes nach Acetylieren durch einen fremden Stoff bedingt 
gewesen sein, der jedoch nur in iuBerst kleiner Menge im Carnitin- 
goldsalz enthalten sein kann, da dessen analytische Daten und 
der im Schrifttum angegebene Schmelzpunkt fiir reines Goldsalz 
von 155° durch ihn nicht geiindert wurden. [Allerdings fanden 
wir spaiter manche Fraktionen, die erst bei 156,5° (korr.) schmolzen}. 
Durch Umkrystallisieren des Carnitingoldsalzes aus verdiinnter 
Salzsiure lieB er sich nicht entfernen. Wir haben schlieBlich 
versucht, diesen Stoff iiber das Chlorid anzureichern. Die Menge 
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‘war jedoch nicht groB genug, um eine exakte Identifizierung 
' durchzuftthren. Der Analyse nach handelt es sich auscheinend 
'um eine quaternire Ammoniumbase mit 6 C-Atomen. Also 
 néglicherweise um das bekannte 6-Homocholin*’), das auch leicht 
' aus Carnitin entstehen kann. Diesen Stoff fanden wir nicht nur 
‘im Fleischextrakt, sondern auch bei der Verarbeitung von 
' frischem Muskel, so daB wir vermuten, da® er entweder im 
' Muskel vorgebildet!4) oder doch in ihm entstanden ist und nicht 
‘durch die chemische Verarbeitung an sich gebildet worden ist. 
| Wir werden spater dariiber berichten. 
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DaB die Isolierung als Goldsalz und auch die verschieden- 


artige Behandlung beim Acetylieren aus dem chemisch empfind- 
' lichen Carnitin keine besonders wirksamen Stoffe entstehen lassen, 
_haben wir in mehreren Versuchen feststellen kénnen. Carnitin 
‘kommt also als Fehlerquelle bei den Cholinbestimmungen nicht 
in Frage, wenn es sich nicht um den Nachweis kleinster Cholin- 


mengen neben viel Carnitin handelt. — Anders verhilt sich aber 


der oben erwahnte Beistoff, der acetyliert ja eine starke biologi- 
' sche Wirkung entfaltet. Er kann bei den biologischen Be- 


stimmungen des Cholins eine groBe Fehlerquelle sein, wenn er 


| nicht geniigend entfernt wird, was bei dem fast gleichen chemischen 
| Verhalten der Stoffe sehr schwierig sein wird. In welchem Um- 
' fang er im Muskel Cholin vortiiuschen kann, muB erst noch er- 
' forscht werden, denn man findet ihn in den Nebenfraktionen der 
' Carnitindarstellung in noch gréBerer Menge als im Carnitin- 
| goldsalz. 


Unseren Befunden nach scheint es also nicht so zu sein, da8 


das Carnitin durch die Veresterung seiner alkoholischen Gruppe 
_ ein physiologisch wirksamer Stoff fiir den quergestreiften Muskel 
_ wird, wie das etwa vom Acetylcholin bei den glatten Muskeln 


angenommen wird. Denn in diesem Falle wire wohl, selbst wenn 
der Essigsiureester unphysiologisch ware, bei der Acetylierung 
zu mindestens eine deutlich erkennbare Steigerung der Wirk- 
samkeit hervorgerufen worden. 


Versuche. 


Darstellung des Carnitins aus Fleischextrakt: 2 Tépfe Liebigs 
Fleischextrakt enthaltend 906 g werden im siedenden Wasserbad erhitzt. Der 
dickfliissige Extrakt wird in diinnem Strahl in etwa 4 Liter 96°/,igen heiBen 
Alkohol eingeriihrt und noch 1 Stunde auf dem Wasserbad durchgeriihrt. 
Dann wird gekiihlt, der Alkohol von der dunkelbraunen Schmiere ab- 
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gegossen, diese nochmals mit 1 Liter Alkohol auf dem Wasserbad 1 Stund 
durchgeriihrt, gekiihlt und abgegossen. Der Gesamtalkohol bleibt iibe 
Nacht auf Eis stehen, wird filtriert und im Vakuum eingedampft. De; 
Riickstand wird mit 2 Liter absolutem Alkohol ausgekocht und kalt filtrier, 
(Das Auskochen mit absolutem Alkohol kann auch unterbleiben, ohne dag 
die Ausbeute dadurch wesentlich vermindert wiirde, denn der unldsliche 
Riickstand gibt mit Quecksilberchlorid ebenfalls eine in Wasser schwe; 
lésliche Verbindung.) Der Alkohol wird im Vakuum eingedampft und de 
sirupése Riickstand in etwa 600 ccm Wasser gelést. Dann wird nit 
kochend gesittigter, wiBriger Quecksilberchloridlésung gefillt (etwa 500 ccm) 
auf etwa 10° abgekiihlt und der kérnige Niederschlag abgesaugt. Da; 
Filtrat wird mit Natronlauge lackmusalkalisch gemacht (u. U. noch Queck. 
silberchlorid zugefiigt) und der schleimige Niederschlag abgesaugt. Da; 
Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Quecksilbersulfid abgesaugt 
und im Vakuum eingedampft. Der lackmussaure Sirup wird mit Wasser 
herausgespiilt und mit starker Salzsiiure kongosauer gemacht. Es fallen 
Krystalle aus (viel Kochsalz), von denen nicht abgesaugt wird. Dann wird 
mit iberschiissiger Goldchloridlésung versetzt, 2 Stunden in Eis gestellt 
und abgesaugt: Fraktion I. Aus der Mutterlauge (etwa 450 ecm) fallen 
nach lingerem Stehen im Eisschrank noch 4 g Krystalle aus: Fraktion II. 
Nach Einengen der Mutterlauge auf ein Drittel fillt nichts mehr aus. — 
Fraktion I wird aus 350 ccm heibem salzsauren Wasser umkrystallisiert, 
Erhalten: 49,4 g heligelbes Goldsalz, das einheitlich aussieht und bei 152 
schmilzt. Beim Einengen dieser Mutterlauge (NaCl wird abfiltriert) wird 
noch wenig unreines Goldsalz erhalten. Es wird mit Fraktion II vereinigt 
und mehrmals umkrystallisiert. Da das Carnitingoldsalz langsam kry- 
stallisiert, kann es rein erhalten werden, wenn man das Gemisch in Wasser 
hei8 lést, schnell kiihlt, filtriert und bei Zimmertemperatur stehen laBt. So 
nochmals erhalten 2,6 g Carnitingoldsalz, das bei 154° schmilzt. — Gesamt. 
ausbeute: 52g = 1,8°/, Carnitin, als Betain berechnet. 

(Der erstmals ausgezogene Fleischextraktriickstand wird zur Priifung 
auf die Vollstindigkeit der Extraktion nochmals in der gleichen Weise wie 
oben behandelt. Es wird jedoch kein Carnitin mehr erhalten. — Auch die 
bei der Extraktion mit absolutem Alkohol zuriickgebliebenen erheblichen 
Krystallmengen lassen bei weiterer Verarbeitung kein Carnitin gewinnen. 

Darstellung des reinen Carnitin- und Acetylcarnitinchlorids: Das 


Carnitingoldsalz wird mehrfach aus warmem Wasser umkrystallisiert. Die 
Krystalle sind einheitlich und schmelzen bei 155°. 


Gef. C 16,62 H 3,31 Au 39,39 
Ber. » 16,76 » 3,12 » 39,35. 


Von diesem Goldsalz werden 80 g in wiBriger Lésung mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Goldsulfid abgesaugt, der Schwefelwasserstoff durch 
einen Luftstrom vertrieben und nun mit Natronlauge versetzt, bis eben die 
kongosaure Reaktion verschwindet. Dann wird im Vakuum zur Trockne 
gedampft, der Riickstand 4 mal mit je 125 cem 96°/,igem Alkohol heiB aus- 
gezogen und filtriert. Der Alkohol wird im Vakuum verdampft, der teil: 
weise sirupése Riickstand mit etwa 200 cem absolutem Alkohol wieder 
aufgenommen, von noch verbliebenem NaCl abfiltriert und im Vakuum 
verdampft. Es hinterbleibt anfangs ein Sirup, der dann jedoch ziemlich 











ne dag 
Dsliche 
ichwer 
rd der 
‘d mit 
) ccm), 
. Das 
Jueck. 
- Das 
esaugt 
V asser 
fallen 
. Wird 
estellt 
fallen 
on II, 
us. — 
isiert, 
i 152) 
wird 
einigt 
kry- 
‘asser 
t. So 
samt: 


ifung 
> wie 
h die 
ichen 
nen. 


Das 
Die 


efel- 
urch 
1 die 
okne 
aus- 
teil- 
eder 
uum 
lich 


Uber die Bedeutung des Carnitins im Muskel. 191 


létzlich durehkrystallisiert. Der Kolben wird iiber Nacht in den Exsiccator 
ebracht. Von diesem Chlorid wurden 20g in 100 cem heiBem absolutem 


' Alkohol gelést. Beim Erkalten helle, klare Krystalle, von denen dekantiert 


wird, und die mit absolutem Alkohol gewaschen werden. Erhalten 12 g 


4 Carnitinchlorid. (Mit Ather weitere Fraktionen.) Die erste Fraktion wurde 


nochmals in gleicher Weise umkrystallisiert und biologisch gepriift. Die Kry- 


stalle sechmelzen bei 142° (korr.; 1° Temperatursteigerung in 30 Sekunden). 


Gef. C 42,65 H 8,07 N 7,08 
Ber. 42,51 » 8,16 » Tae. 


Die Acetylierung wird in ihnlicher Art wie von Krimberg und 
Wittandt'') angegeben mit Acetylchlorid durchgefiihrt. Entgegen ihren 
Angaben erhielten wir auch beim Erwiirmen keine Verfirbung, wenn 
reinstes Acetylchlorid verwendet wird. — 10g Carnitinchlorid werden mit 
50 cem Acetylchlorid iibergossen und bleiben einige Tage bei Zimmer- 
temperatur stehen. Das Carnitinchlorid wird fliissig. Die Fliissigkeit er- 
starrt zuweilen erst auf Animpfen mit Acetylcarnitinchlorid. Ist alles 
durchkrystallisiert, so wird abgesaugt und die Krystalle 2 mal mit Acetyl- 
chlorid und dann 2mal mit trocknem Ather nachgewaschen. (Die im 
Acetylehlorid gelésten Stoffe lassen sich mit viel Ather daraus ausfillen.) 
Die Krystalle werden im Exsiccator getrocknet. Ein Teil davon aus ab- 
solutem Alkohol umkrystallisiert, ergibt groBe, glashelle Krystalle, zum Teil 
oktaederférmig. Diese enthalten hiufig Alkohol eingeschlossen und miissen 
deshalb vor der Analyse zerrieben und getrocknet werden. Sowohl die 
erste wie die umkrystallisierte Fraktion sind analysenrein. Der Schmelz- 
punkt ist wie bei Krimberg und Wittandt bestimmt worden (korr. und 
bei einer Temperatursteigerung von 1° in 30 Sekunden): bei 186° sintern 
und bei 187° schmelzen unter geringer Gasbildung. 


Acetylcarnitingoldderivat. Das reinste Acetylearnitinchlorid wird 
vorsichtig mit saurem Goldchlorid versetzt, da ein Uberschu8 besonders 
die erst dlige Fillung wieder auflést. Gibt man von vornherein einen 
Impfkrystall zu, so krystallisieren lange, flache, hellgelbe Nadeln (129--130° 
korr.; 1° in 30 Sekunden). — Lést man dieses Goldsalz in der 30fachen 
Menge heiBem Wasser, erwirmt 5 Minuten auf dem Wasserbad und 1aBt 
abkiihlen, so scheiden sich iiber mehrere Tage hin kleine hellgelbe Prismen 
ab. Die fraktioniert abgesaugten Krystallisate stimmten tiberein. Natrium- 
acetatzusatz beschleunigt und vermehrt die Abscheidung, die allerdings 
nun nicht mehr analysenrein ist. Das Goldderivat ist in fast allen Lésungs- 
mitteln sehr schwer léslich. In heiBem Wasser lost es sich ein wenig. Es 
sintert bei 160° und schmilzt bei 162° (korr.; 1° in 30 Sekunden). 


C,H,,NO,-AuCl, (506,5) Ber. C 21,32 H 3,38 N 2,76 Au 38,93 
Gef. ,, 21,16 , 3,47 ,, 2,74 ,, 88,73. 


Die Versuche iiber die biologische Wirkung, von denen wir hier 
nur einen Teil als Beleg bringen, werden am Miiusedarm und Froschrektus 
durchgefiihrt: 1. Der Miusedarm wird in gleicher Art verwendet, wie 
Kahlson®) es angibt. Diese Priifungsart ist sehr empfindlich und der 
Darm spricht ausgezeichnet an, wenn man 0,1—0,05 7 Acetylcholin (weiterhin 
als ACh. bezeichnet) zu 20 ccm Badfliissigkeit zugibt. Als Badtemperatur 
bewithrte sich bei uns am besten 37—38°, wi shrend eine Temperatur von 
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40° die Lebensdauer des Darmstiickes herabsetzte. Die Zwischenpause 
zwischen 2 Versuchen betrigt 10 Minuten mit 3 maligem Fliissigkeitswechse| 
des Bades. Der Wirkungsgrad unserer Stoffe wird in der Weise ermittelt, 
daB auf gleiche Kurvenhéhe mit einer ACh.-Lésung eingestellt wird. — 
Bei jedem Versuch wird festgestellt, ob die Wirkung durch Atropin aus. 
zuléschen ist: Auf Zugabe von 20 y Atropin werden nach 1 Minute das ACh, 
und unsere Lésungen gepriift. — 2. Der Rektus Abdominis vom Frose} 
spricht bei einer Badlésung von 20 ccm auf 1—2y ACh. gut an, wenn er 
durch 20 y Physostigmin sensibilisiert ist. Die erste Physostigmingabe 
lieBen wir 1 Stunde einwirken. Nach dieser Zeit ist der Muskel maximal 
sensibilisiert, und die Empfindlichkeit bleibt dann bei stets gleicher Physo- 
stigmingabe iiber Stunden gleich. Bei den Priifungen gingen wir so vor, 
daB genau 10 Minuten nach der Sensibilisierung gepriift wird. Dann wird 
3mal ausgewaschen, nach 10 Minuten wiederum sensibilisiert und nach 
10 Minuten die niichste Priifung angeschlossen. Als Vergleichswert mit 
ACh. nahmen wir teils die Kurvenhéhen nach 3 bzw. 5 Minuten, teils die 
gleiche Héhe unabhingig von der Zeit. 

I. Carnitin. Das schon analysenreine Carnitinchlorid wird noch 
mehrmals aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. Fiir die biologische Be- 
stimmung als rein wurden die Krystallisate angesehen, die aufeinander- 
folgend sich nicht mehr in ihrer biologischen Wirkung inderten, und die 
auch, nachdem sie acetyliert worden waren, eine gleichbleibende Wirksaw- 
keit entwickelten. — 500 mg des im Exsiccator scharf getrockneten Chlorids 
werden in etwa 3 ccm Wasser gelést, mit verdiinnter Natronlauge versetzt, 
bis Lackmus eben gebliut wird. Dann wird durch einen Tropfen ver- 
diinnter Essigsiure eben wieder lackmussauer gemacht. Es wird mit 
Wasser auf 5 cem aufgefiillt. 

A. Carnitinchlorid, sintert bei 140°, schmilzt bei 142°. — 0,1 cem = 10 mg 
ruft am Miusedarm keine Wirkung hervor. — 1,0 cem = 100 mg bewirkt 
eine Erschlaffung des Darmes. — Am Froschrektus wirkt 1,0 cem = 100 mg 
nach 3 Minuten wie 1y ACh. und nach 45 Minuten wie etwa 4 y ACh. 
Nach dieser Zeit war annihernd die maximale Hohe der Kurve erreicht. 

B. Ein anderer Versuch mit aus neuem Fleischextrakt dargestellten 
Carnitinchlorid. 70g Chlorid wurden aus 150 bzw. 100 cem absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. Von jedem Krystallisat wurde der Schmelzpunkt 
und von 200mg nach Acetylieren die biologische Wirkung in Vergleich 
mit ACh. nach 3 Minuten gemessen. I. 138° sintern, ,139,5° schmelzen, 
biologische Wirkung = 150 y ACh. II. 139°, 141°, 50 y. III. 141°, 141,5°, 
167. IV. 141°, 142°, 20 bzw. 24 7. — Von Fraktion IV, insgesamt 26 g 
wird ein Teil wie oben verwendet. 1,0 com = 100mg _ bewirkt eine Er- 
schlaffung des Maéusedarms; am Froschrektus wirkt 1,0 cem nach 8 Minuten 
wie 1 y ACh. und nach 45 Minuten wie 4 y ACh. 

IT, Acetylcarnitin. Das oben dargestellte reine Acetylcarnitinchlorid 
wird noch zweimal aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. Seine biologi- 
sche Wirkung dnderte sich nicht mehr. Es wird in gleicher Art wie das 
Carnitinchlorid neutralisiert und aurgefiillt. Es wird jedoch eine dem 
Carnitinchlorid entsprechende molare Konzentration gewihlt, um einen 
besseren Vergleich zu haben. 

A. 1 cem = 121,3 mg Acetylearnitinchlorid (187°) ruft in gleicher Weise 
wie das Carnitin am Miiusedarm eine Erschlaffung hervor; am Frosch- 
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| rektus war 1 cem nach 60 Minuten ohne Wirkung. — 2 ccm = 242,6 mg 
' wirkten nach 10 Minuten wie 2 y ACh. und nach 3 Stunden — allerdings 
' noch nicht ganz auf dem héchsten Punkt der Kurve angelangt — wie 
» etwa 157 ACh. 


B. Acetylcarnitinchlorid, dargestellt aus der Carnitinfraktion IV von 


| 1B. Es wird wie unter II gereinigt und 3 mal aus absolutem Alkohol 
' umkrystallisiert. Es schmilzt bei 186° (korr.). — 1 ccm = 121,3 mg Acetyl- 
_ carnitinchlorid blieb am Froschrektus ohne Wirkung. 1,5 cem = 182 mg 
| wirkten nach 90 Minuten wie 3 y ACh. Die Kurve stieg nicht mehr 


| weiter an. 


Die Badfliissigkeit des Froschmuskels nach der biologischen Acetyl- 
carnitinprifung wird im Vakuum eingeengt und mit Goldchlorid gefillt. 


Es laBt sich eindeutig unverindertes Acetylcarnitingoldsalz darstellen. 


III. Vom friiher dargestellten Goldsalz wird nochmals ein Teil um- 


| krystallisiert, getrocknet und durch Schmelzpunkt und Analyse kontrolliert. 
| Von diesem reinen Stoff wird ein Teil genau abgewogen, in Wasser gelést 
- und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Goldsulfid wird abgesaugt und 


quantitativ ausgewaschen. Der Schwefelwasserstoff wird durch einen Luft- 
strom vertrieben. Dann wird filtriert und auf ein bestimmtes Volumen (Ur- 


lisung) aufgefiillt. — Das Carnitingoldsalz haben wir als Betain berechnet 


und im weiteren Verlauf als CB. bezeichnet. Das acetylierte Produkt ist 


ebenfalls auf das Betain des Carnitins berechnet und als ACB. benannt, 


da wir den eigentlichen wirksamen Stoffanteil noch nicht kennen. 

800 mg Goldsalz = 257,2 mg CB. werden wie oben unter III. dar- 
gestellt, zerlegt und auf 200 ecm Urlésung I aufgefiillt. 

A. 50 cem der Urlésung I werden im Vakuum zur Trockne gebracht, 
mit 6—7 eem Wasser versetzt, wie iiblich neutralisiert, filtriert und auf 10 cem 
Stammlésung aufgefiillt. — Am Miusedarm haben 0,5 ccm der Stamm- 
lisung = 3,215 mg CB. keine Wirkung; 1,0 ccm = 6,43 mg und 1,5 ccm der 
Stammlésung = 9,645 mg CB rufen eine geringe Erschlaffung des Darmes 
hervor. — Am sensibilisierten Froschmuskel war 1,0 ccm der Stamm- 
lisung = 6,48 mg CB. ohne Wirkung. — Der Teil, bei dem die Wirkungs- 
steigerung nach Acetylieren gepriift werden soll, — er liegt meist in 
Lisung vor — wird im Schliffkolben im Vakuum zur Trockne gebracht, kalt 
mit etwa 10 cem Acetylchlorid iibergossen und am RiickfluBkiihler im 
Wasserbad von 55—60° 1 Stunde lang im Sieden gehalten. Dann wird das 
iiberschiissige Acetylchlorid im Vakuum abdestilliert (nur noch ganz schwacher 
Geruch nach Acetylchlorid). Der Riickstand wird mit 6—7 cem Wasser 
iibergossen, mit 2n-Sodalésung bis zur eben schwach lackmussauren 
Reaktion versetzt, filtriert und auf 10 cem aufgefiillt. Von dieser Stamm- 
lisung werden dann die verschiedenen Proben abgenommen. 

B. 50 cem der Urlésung I werden wie oben acetyliert. Stamm- 
lisung 10 cem. — Am Miusedarm wirken 0,5 cem der 1: 200 verdiinnten 
Stammlésung = 16,08 y ACB. ein wenig geringer als 0,1 y ACh.; 0,5 ccm 
der 1: 180 verdiinnten Stammlésung = 17,87 y ACB. wirken wie 0,1 y ACh. — 
Nach Zusatz von Atropin bleibt die Wirkung aus. 

Das Wirkungsverhiiltnis von ACB.: ACh. betriigt 1: 180. 

Am sensibilisierten Froschrektus wirken 0,5 ccm der 1:10 verdiinnten 
Stammlésung = 321,5 y ACB. etwas stiirker als 27 ACh.; 0,5 cem der 1:12 
verdiinnten Stammlésung = 268 y ACB. wirken wie 2y ACh. Dem Vergleich 
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liegt die Kurvenhéhe nach 3 Minuten zu Grunde. Die Kurven vom ACh, 
und vom acetylierten Carnitin verliefen gleichartig. 
Das Wirkungsverhiltnis von ACB.: ACh. betriigt 1: 135. 


IV. In den folgenden 2 Versuchen wird statt des Chlorids das freie 
Carnitin bzw. dessen Natriumsalz acetyliert und gepriift. Dazu werden 
100 cem der Urlésung I mit 39,91 ccm n/10-Natronlauge versetzt. Diese 
Menge entspricht der Anzahl H’-Ionen des zerlegten Goldsalzes. Dann wird 
mit Wasser auf 150 cem aufgefiillt und je eine Hialfte weiter verarbeitet, 

A. Die einen 75 ccm werden im Vakuum zur Trockne gebracht 
(schwacher Trimethylamingeruch), mit 6—7 ccm Wasser versetzt, filtriert 
und die alkalische Lésung mit Essigsiiure eben lackmussauer gemacht. Auf 
10 ccm Stammlésung aufgefiillt. — Am Miausedarm wirken 0,5 cem der 
Stammlésung = 8,215 mg CB. geringer als 0,1 y ACh.; 1,0 ccm der Stamm. 
lésung = 6,43 mg CB. starker als 0,1 y ACh.; 1,5 cem der Stammlésung 
= 9,645 mg CB. wie 0,2 y ACh. — Nach Zusatz von Atropin bleibt die 
Wirkung aus. 

Das Wirkungsverhiltnis von CB.: ACh. betriigt etwa 1:48000. Am 
sensibilisierten Froschrektus waren 0,5 ccm der Stammlésung = 3,125 mg CB. 
ohne Wirkung. 

B. Die zweiten 75 cem der obigen Lésung werden wie in A. zu 
Trockne gebracht und wie oben acetyliert. Es wird mit Essigsiure eben 
lackmussauer gemacht und auf 10 ccm Stammlésung aufgefiillt. — Am 
Miusedarm wirken 0,5ccm der 1:100 verdiinnten Stammlésung = 32,15 y ACB. 
erheblich stirker als 0,1 7 ACh.; 0,5 cem der 1:200 verdiinnten Stamn- 
lésung = 16,08 y ACB. wie 0,1 y ACh. — Nach Zusatz von Atropin bleibt 
die Wirkung aus. 

Das Wirkungsverhiltnis von ACB.: ACh. betrigt 1: 160. Am sensi- 
bilisierten Froschrektus wirken 0,5 cem der 1:12 verdiinnten Stammlésung 
= 268 y ACB. wie 27 ACh. 

Das Wirkungsverhiltnis von ACB.: ACh. betrigt 1: 135. 


V. 1,600 g umkrystallisiertes Carnitingoldsalz vom Schmelzp. 155° 
und 39,54 °/, Au werden wie unter III. in das Chlorid iibergefiihrt. Die 
Urlésung II wird auf 160 cem aufgefiillt. 

A. 100 cem der Urlésung II werden im Vakuum zur Trockne ein- 
gedampft und wie unter III A behandelt. Stammlésung 10 cem. — Am 
Mausedarm sind 0,5 cem der 1: 10 verdiinnten Stammlésung = 1,608 mg CB. 
wirkungslos; 0,5 cem der Stammlésung = 16,08 mg CB. und 2 cem der 
Stammlésung = 64,32 mg CB. rufen eine Erschlaffung des Darmes hervor. 

Am sensibilisierten Froschrektus haben 0,5 cem der Stammlésung 
= 16,08 mg CB. keinen EinfluB; 1,0 cem der Stammlésung = 32,16 mg CB. 
wirken wie 1 y ACh. und 2,0 ccm der Stammlésung = 64,32 mg CB. wie 
etwa 27 ACh., wenn die Kurvenhéhe nach 31/, Minuten verglichen wird. 
Im Gegensatz zum ACh. war die Verkiirzung bei der groBen Menge jedoch 
noch nicht in der Nahe ihres Héhepunktes. Sie nahm stetig zu und war 
auch nach 15 Minuten nicht beendet. 

Das Wirkungsverhiltnis von CB.: ACh. entspricht demnach etwa1:30000. 

In den folgenden Versuchen B, C, D wird das Carnitin verschieden 
lange acetyliert, um festzustellen, ob die Wirkung mit der Linge der 
Acetylierung zunimmt. 
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B. 20 eem der Urlésung II werden wie unter III acetyliert, jedoch 
' nicht erhitzt, sondern das Acetylchlorid gleich wieder im Vakuum ab- 
' gedampft. Stammlésung auf 10 ccm aufgefiillt. — Am Méusedarm wirkt 
1,0 eem der 1: 100 verdiinnten Stammlésung = 64,32 y ACB. wie 0,2 y ACh. 


ACh, 



































f . a 
ia. _— Nach Zusatz von Atropin bleibt die Wirkung aus. 
Diese Am sensibilisierten Froschmuskel wirken 0,5 cem der 1:5 ileal 


wird Stammlésung = 643,2 y ACB. wie 2 y ACh. — Auch bei dieser Behandlung | ' 


eitet, tritt schon sehr deutlich die Steigerung der Wirkung gegeniiber dem Car- 
‘acht [ge uitin auf, wenn sie auch noch nicht ihre volle Héhe erreicht hat. 
riertt = C. Wie unter B. Jedoch 30 Minuten im Wasserbad von 60° am 


Auf RiickfluBkiihler erhitzt. Stammlésung auf 10 ccm aufgefillt.— Am Miuse- 
der darm wirken 0,5 ccm der 1: 200 verdiinnten Stammlésung = 16,08 y ACB. ' 


mm- wie 0,1 y ACh. — Auf Zusatz von Atropin bleibt die Wirkung aus. 

ung Das Wirkungsverhiltnis von ACB.: ACh. betrigt 1: 160. 

die = Am sensibilisierten Froschmuskel wirken 0,5 ccm der 1:7 verdiinnten 
| Stammlésung = 460 y ACB. fast wie 4 y ACh.; 0,5 cem der 1:12 ver- : 

Am dinnten Stammlésung = 268 y ACB. etwas mehr als 2 y ACh. 


CB. Das Wirkungsverhiltnis von ACB.: ACh. betriigt etwa 1: 125. 
D. Wie bei C. Jedoch 5 Stunden im Wasserbad erhitzt. Stamm- 
_ lisung auf 10 ccm aufgefiillt. — Am Mausedarm wirken 0,5 cem der 1: 100 | 


ben #@ verdiinnten Stammlisung = 32,16 y ACB. wie 0,2 7 ACh. — Auf Zusatz 
Am J yon Atropin bleibt die Wirkung aus. | 


UB. Am sensibilisierten Froschrektus wirken 0,5 cem der 1: 10 verdiinnten 


“ | Stammlésung wie 2 y ACh. 
; , Das Wirkungsverhiltnis von ACB.: ACh. betragt fiir beide Organe 1: 160. 
nsi- VI. In dem folgenden Versuch wird das acetylierte Carnitin vor der 


ing @ Priifung iiber das Platinsalz gefillt: 1,0 g Carnitingoldsalz (V) wird mit H,S 

' vom Gold befreit und wie iiblich acetyliert. Der nach Eindampfen ver- 

| bleibende Riickstand wird in Athanol aufgenommen und mit alkoholischer 
50 fm Platinchloridlésung gefillt. Der Niederschlag wird nochmals aus 90°/,igem 
Me Athanol umkrystallisiert. Die 8 erhaltenen Fraktionen zersetzen sich \ 
zwischen 172—174°, nachdem sie 4° vorher sinterten. Gesamt erhalten: 
| 0,289 g Pt-Salz. Fiir Acetylearnitinchloroplatinat: 


in- 
in HF = (C,H,,NO,.),PtCl, (816,27) Ber. C 26,46 H 4,45 Pt 23,91 Bia 
| Gef. ,, 27,00 »» 4,88 » 28,45. } ii 
o. Von diesem Platinsalz werden 50 mg mit KCl in Wasser umgesetzt, f } 
ng @# der Niederschlag abfiltriert und ausgewaschen, und dann die Filtrate im I 
B. Vakuum zur Trockne gebracht. Um Reste des KCl zu entfernen, wird der 
rie Riickstand mit absolutem Alkohol ausgezogen, dieser im Vakuum verdampft 
‘d. #— und sein Riickstand mit Wasser auf 10 ccm Stammlésung aufgefillt. Diese 
ch  Lisung enthilt auf CB. berechnet 19,7 mg. — Am Mausedarm wirken 
ar 0.5 cem der 1:30 verdiinnten Stammlésung = 33 y ACB. wie etwa 0,2 y ACh. 

Nach Zusatz von Atropin bleibt die Wirkung aus. 
0. Am sensibilisierten Froschrektus wirken 0,5 ccm der 1:6 verdiinnten 
0 @ Stammlésung = 165 y ACB. wie 17 ACh. 
er Das Wirkungsverhdltnis von ACB.: ACh. betriigt bei beiden Organen 


1: 165. 
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Zusammenfassung. 


1. Kine vereinfachte Darstellung des Carnitins aus dey 
Fleischextrakt wird beschrieben, mit der aus kauflichem Liebigs. 
Fleischextrakt etwa 1,8°/, Carnitin (als Betain berechnet) dar. 
gestellt werden kann. 

2. Reinstes Carnitin und Acetylcarnitin haben am Miuse. 
darm und Froschrektus nur geringe biologische Wirkung. Sie 
spielen als Reizstoffe bei der Kontraktion des quergestreiften 
Muskels wohl keine Rolle. 

3. Dagegen fanden wir bei der Darstellung des Carnitin; 
einen Stoff, der acetyliert eine betrichtliche biologische Wirkung 
entfaltet. Er haftet dem Carnitingoldsalz hartnickig an. 

4, Die Wirkung des acetylierten Stoffes kann durch Atropin 
ausgeléscht und am Froschrektus durch Sensibilisieren mit Physo- 
stigmin gesteigert werden. 

5. Dieser Stoff kann eine Fehlerquelle bei der biologischen 
Bestimmung des Cholins im Muskel werden. 

6. Vom Acetylcarnitin lift sich ein gut charakterisiertes, 
schwerlésliches, atypisches Goldderivat darstellen. 


Der Rockefeller-Foundation danken wir fir Mittel zur 
Durchfiihrung dieser Arbeit. 
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Uber das Lipochrom des Wasserfrosches (Rana esculenta). 
Use. Von 
Sie L. Zechmeister und P. Tuzson. 
ften on 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 
tins (Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1935.) | } 
ug & <= 
Im AnschluB an friihere Versuche iiber die Carotinoide des 
_ Menschen und hdéherer Tiere’) war es wiinschenswert, auch die 
YS’ @ Organe eines Kaltbliiters zu priifen. Sieht man von veralteten 
Beobachtungen ab, die bis zum Jahre 1854 zuriickreichen?’), so | 
het ist zunichst eine neue Arbeit von F. G. Dietel*) zu erwihnen, | 
welche in verschiedenen Organen von Rana temporaria und Rana | 
tes, esculenta Carotin feststellt, wihrend Xanthophylle nicht genannt | 
werden. Eine derartige Selektivitaét schien uns hier unwahrschein- 
aur lich und in der Tat zeigen neue Versuche von Ch. Rand‘), daB 
in dem Lipochrom des Frosches auch Polyenalkohole vorkommen; 
die mitgeteilten quantitativen Angaben sind indessen zum ‘Teil 
| korrekturbediirftig, da sie reichliche Mengen von verestertem 
24. M Nanthophyll unberiicksichtigt lassen. Der wahre Quotient Carotine: 
| Xanthophylle wird in einer, ohne vorangehende Verseifung aus- 
33 fe celiihrten Entmischungsprobe zugunsten des Kpiphasischen ver- 
- zerrt. Das Verdienst, diese Ester nachgewiesen und bestimmt zu 
3); haben, gebiihrt der gegen AbschluB unserer Versuche erschienenen | 
Mitteilung von O. Brunner und R. Stein), in der 6 Frésche vee 
einzeln verarbeitet wurden. han 
Wihrend die bisherige Literatur, soweit uns bekannt, sich } } 
auf wenige Tiere bezieht, ging unsere Zielsetzung etwas weiter. 
Zunichst wurden 1,85 kg frische Froschleber in einem Ansatz | 
‘ extrahiert. Pigmentkomponenten, die in untergeordneten Mengen 
i in Gewebe enthalten sind, sollten nachgewiesen und andererseits 
or, 1) Zusammenfassung und Literatur: Naturw. 23, 680 (1935). 


2) Referat: L.S. Palmer, Carotinoids and related pigments. New York 
The chemical catalog company (besonders 8. 149 und 185) [1922]. 
3) Klin. Wschr. 12, 601 (1933). 
4) Biochem. Z. 281, 200 (1935). 5) Ebenda 282, 47 (1935). 
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die Hauptfarbstoffe in krystallisiertem Zustand gewonnen und 
analysiert werden, zur Kontrolle ihrer Unversehrtheit. Bei Fréschey 
ist eine starke VergréBerung des Versuchsmafstabes auch deshal} 
erwiinscht, weil die sehr weitgehenden individuellen Unterschiede 
betr. Lipochromgehalt auf diesem Wege ausgeglichen werden. (Je. 
legentlich der Sektion von iiber 500 Tieren waren die Schwan. 
kungen, z. B, in bezug auf GréBe und Farbe der Leber augenfiillig. 
und schon ein Blick auf die Fettkérper (Corpora adiposa), deren 
Carotinoide nicht von anderen Farbstoffen oder von blutreichey 
Geweben iiberdeckt werden, zeigt, da& der Polyeninhalt um viele 
Hundertprozente variieren, zuweilen auch (fast) véllig fehlen kann, 
Dies gilt ebenso fiir Frésche, die man gleichzeitig und am selben 
Ort einfingt. 

Leber. Sie enthilt, wie bereits O. Brunner und R. Stein 
(a. a. O.) nachgewiesen haben, f-Carotin, freies und verestertes 
Xanthophyll. Die Chromatographie zeigte uns jedoch, da8 keiner 
dieser Pigmentanteile einheitlich ist, sondern man beobachtet ein 
komplizierteres Bild. Als einen der Hauptfarbstoffe isolierten wir 
analysenreines #-Carotin ©,,H,,, ferner — in kleiner Menge, 
aber ebenfalls krystallisiert — ein Gemisch von «- und f-Carotin. 
AuBerdem weist das Chromatogramm der epiphasischen Fraktion 
noch drei andere Zonen auf, so daf die wahre Carotinmenge der 
verarbeiteten Lebern nur etwa ?/, des ,,Carotingehaltes“ ausmacht. 

Auch die Xanthophyllfraktion ist uneinheitlich. Das priipa- 
rative Ergebnis war hier ein, von anderen Stoffen freies, krystalli- 
siertes Produkt, das die Zusammensetzung C,,H,,O0, zeigt und 
auBer Lutein auch Zeaxanthin enthilt; in der Tswettschen 
Saiule erscheinen dariiber noch einige schmiilere Zonen. 

Die Untersuchung von anderen Organen des Wasserfrosches 
wurde in kleinerem Mafstabe durchgefiihrt, niimlich jeweils mit 
einem Gesamtansatz von 14 Organen (weibliche Tiere): 

Haut. Sie enthalt Carotin, ganz wenig freie Xanthophylle und 
als Hauptfarbstoff Xanthophyllester. Der ,,Carotin“-Anteil lieferte 
2 Zonen, von denen nur die untere wirklich Carotin war, das 
leicht krystallisierte®. Nahezu */, des epiphasischen Pigments war 
in dem oberen Farbring enthalten; diese Fraktion krystallisiert 
nicht und zeigt ein carotinihnliches, aber ganz verschwommenes 


) Die Anwesenheit von vorwiegend «-Carotin, welche von O. Brun- 
ner und R. Stein (a. a. O.) auf Grund spektroskopischer Befunde vermutet 
wird, konnte nicht bestiitigt werden. — Mit der Froschhaut hat bereits 
friiher Herr Dr. T. Béres an unserer Universitit Vorversuche ausgefiihrt. 
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und Spektrum. — Die Xanthophylle lieferten (nach erfolgter Verseifung) 












































shen eine aus Lutein und Zeaxanthin bestehende Hauptscheibe, dariiber 

hal) @ stehen fiinf sehr diinne Zonen (gelb, braun, gelb, orange, gelb). 

iede (| Colorimetrisches Verhiltnis: Hauptzone/Nebenfarbstoffe = 2/1. 

Ge. & Ovarien. Kohlenwasserstoffe, freie und (in geringerer Menge) 

van- gebundene Polyenalkohole sind zugegen. Die erstere Gruppe zer- 

lhig, fiel in 8 Ringe, von denen nur der unterste intaktes Carotin 

ren [Ee enthielt; rund ?/, des Epiphasischen durften nicht mehr als 

hen Carotin bezeichnet werden. — Die Xanthophylle boten ungefihr | 

iele das fiir die Haut angegebene Bild. Verhiltnis von unversehrtem 

inn, @ Lutein + Zeaxanthin/nicht krystallisierbarer Anteil = 1,7/1. | 

ben Fettkérper. Alle Pigmentkategorien sind anwesend, es iiber- 
| wiegen die Xanthophyllester. Der ,,Carotinanteil“ besteht im if 

ein /™ Chromatogramm aus 3 Zonen. Mengenverhiiltnis : Carotin/Nicht- | 

tes JB carotin = 1/4,5. — Polyenalkohole: in dem oberen Bezirk der 

ner Siule erblickt man vier diinne Nebenzonen, darunter erscheint 

eln unverindertes Xanthophyll, das sich etwa wie 2,3/1 zum an- | 

wir gegriffenen hypophasischen Lipochromanteil verhilt. 

ge, Die bereits veriinderten Polyene leferten verschwommene 

tin. J Spektren, wihrend die intakten Fraktionen schén ausgeprigte 

ion | Absorptionsbinder zeigten, In allen oben erwihnten Fallen er- 

ler [B hielten wir aus den letztgenannten Farbstoffanteilen schéne Kry- 

ht. stalle, und zwar sowohl aus den epi-, als aus den hypophasischen 

a- Komponenten. In giinstigem Falle gewinnt man schon aus 1 bis 

li- 2 Froschlebern ein K<rystallisat. 7 

nd & Unser Versuchsmaterial bestitigt also den Befund von | 

en @ O.Brunner und R. Stein nicht, daB die Carotinfraktion des Bod 

Froschlipochroms chromatographisch einheitlich sei und da der 
es / Xanthophyllanteil einzig und allein nur Lutein enthalte. Viel- | 
iit [% leicht spielt hier der Umstand mit, daB die Versuchstiere der ge- 


' nannten Forscher im Januar und Februar (Hungerzustand), wihrend 
id (— die unseren Ende September (in Siidungarn) gesammelt wurden. f 


te [ Moglicherweise werden die hiesigen Versuche auf jahreszeitliche 

aS Uinfliisse noch ausgedehnt. | 

ar § Sicherlich beruht die Divergenz nicht darauf, daB in der 
rt zitierten Arbeit nur je 1 Frosch verarbeitet wurde. Befolgt man 
aS nimlich die weiter unten fiir 1 Leber gegebene Vorschrift und 


chromatographiert die epi- bzw. hypophasischen Anteile gesondert, 
so erscheinen in einem Rohr mit 1 cm Durchmesser vier bzw, 


ot age : 
is drei Farbzonen. Namentlich die Kohlenwasserstoffraktion lie | 
t. HE sich durch Nachentwickeln mit Benzin so weitgehend zerlegen, 
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daB man zwischen den einzelnen Farbscheiben 1/,—1 cm breite, 
weibe Riume beobachtete. Dann wird auch ohne Beniitzung eines 
Colorimeters ersichtlich, daB unversehrtes Carotin nur einen Bruch. 
teil der gewodhnlich als ,,Carotin“ angesprochenen Pigment. 
komponente ausmacht. 

Kigentlich trafen wir im Tierreich bisher nie Fille an, in 
denen eine strenge chromatographische Homogenitiit des Lipo- 
chroms geherrscht hitte. Denn abgesehen davon, daB manches 
Tier mehrere pflanzliche Carotinoide resorbiert, nehmen die oberer 
Bezirke der Adsorptionssiule auch aus frisch bereiteten Organ- 
ausziigen Farbstoffanteile auf, die nicht krystallisierbar sind und 
verschwommene oder undefinierte Spektren liefern. Die in vivo 
sich abspielende Verarbeitung (darunter wehl der oxydative Ab- 
bau) des Lipochroms fiihrt also nicht sprungartig von unversehrtem 
Pigment zu farblosem Material, was strukturchemisch auch ver- 
stiindlich ist’). Der jeweils in einem Organ in Form von farbigen 
Zwischenprodukten vorliegende Anteil scheint von Tier zu Tier 
betriichtlich zu variieren, soweit dies unser liickenhaftes Versuchs- 
material erkennen liBt. Eine, mit frischer Schweineleber durch- 
gefiihrte, unverdffentlichte Adsorptionsanalyse zeigt, daB hier 
hichstens ?/,, der epiphasischen Fraktion aus Carotin bestehen 
kann °). 

Das Ergebnis der heute mitgeteilten Arbeit liBt sich so 
zusammenfassen, daB fiir einen Bruchteil des Froschlipochroms 
der strenge Beweis der Unversehrtheit auf priparativem Wege 
geliefert wurde, wihrend der Rest sich als chemisch angegrifien 
erwies. Es ist fiir den Wasserfrosch charakteristisch, daB diesem 
Angriff prozentuell viel mehr Carotin als Xanthophyll zum Opfer 
fillt; die Hauptmenge des letzteren blieb intakt und ist Krystalli- 
sationsversuchen zuginglich. 

Da die Rana esculenta vorwiegend von tierischen Materialien 
sich nihrt®), liegt hier ein Beispiel dafiir vor, daB Polyenmolekiile, 
die im pflanzlichen Gewebe aufgebaut wurden, mehrere verschieden- 
artige Tierkérper in unversehrtem Zustand passieren kénnen. 


‘) Vgl.auch die interessanten Versuche von H.Siillmann u. A.Vischer. 
Biochem. Z. 274, 16 (1934); F. Verzar, Schweiz. med. Wschr. 65, 569 (1935). 

*) Eine Diskussion der widersprechenden Literaturangaben iiber das 
Lipochrom der Schweineleber bringt L.S. Palmer, Amer. J. Physiol. 87, 
553 (1929). Mit weiteren Versuchen sind wir beschiftigt. 

*) Vgl. z. B.: F. Hempelmann, Der Frosch. Leipzig, Klinkhardt 1908. 
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Versuche. 


I. Verarbeitung der Froschleber auf Carotinoide. Die frisch 
herausgeschnittenen Lebern von 491 dekapitierten Tieren wogen 1350 g (ent- 
spr. 416g Trockensubstanz) und enthielten insgesamt 35,5 mg epi- und 76,5 mg 
hypophasisches Lipochrom (als ,,Carotin“ bzw. ,,Lutein“ colorimetriert). 
Durchsehnittsgehalt 1 Leber: 0,09 bzw. 0,16 mg. 

Das Material wurde in der Hackmaschine zerteilt, mit 4 Liter Alkohol, 
unter CO, 2 Tage stehen gelassen, genutscht, mit Sand verrieben und 1 Tag 
mit peroxydfreiem Ather bei 20° extrahiert; der Riickstand lieB sich auf 
der Nutsche mit Ather erschépfen. Dazu kam der, von dem Sprit auf- 
genommene, in Ather iibergefiihrte, geringe Farbstoffanteil. Wir engten 
den tief orangeroten Extrakt im Vakuum, unter Durchperlen von CO, von 
etwa 5 Liter auf 1,5 Liter ein und lieBen ihn iiber konzentriertem methanoli- 
schem Kali 2 Tage stehen (N,). Dann wurde Wasser zugesetzt und die 
alkalifrei gewaschene, mit Natriumsulfat getrocknete Oberschicht vollig ver- 
dampft. 

Sie hinterlieB u. a. 13g Cholesterin und den Farbstoff. Nach dem 
Aufnehmen in 1/, Liter Benzin (Siedep. 70—80°) schiittelten wir 6mal mit 
90°/, igem Methanol aus. Mitgerissenes Carotin wird mit Benzin in die obere 
Phase zuriickgefiihrt und dann der Lipochrominhalt der alkoholischen Schicht 
in Ather. 


a) Epiphasische Fraktion. Der getrocknete Benzinextrakt enthilt 
etwa 3/, der Sterine. Nachdem sein Trockenriickstand mit 300 ccm Benzin 
heiB aufgenommen wurde, erstarrte die erkaltete Fliissigkeit; das Chole- 
sterin wurde nun abgesaugt und mit etwas Benzin farblos gewaschen. Es 
folgten ihnliche Abscheidungen, zunichst bei Raumtemperatur, dann im 
Eisschrank, schlieBlich bei — 15°, aus der auf 30 ccm eingeengten Mutter- 
lauge. GieBt man die Endlésung auf eine Ca(OH),-Siule (220 x 55 mm) und 
entwickelt mit Benzin nach, so erscheinen die folgenden Zonen (Dicke in 
Millimeter; Mengen als ,,Carotin“ colorimetriert): 


60 rétlich orange. . . . 11,7 mg; unbekannt 


2 gelblichbraun . . . . 1,7 mg; -" 

2 citronengelb ... . 0,8 mg; - 

20 stark orangegelb. . . 9,5 mg; $-Carotin 

20 blaBgelb . . . . . . 4,2 mg; a-(+ §)-Carotin. 


Die ersten 8 Fraktionen krystallisierten nicht. Jede fiir sich noch- 
mals chromatographiert, lieferten sie in CS, die folgenden optischen Schwer- 
punkte: 508, 482 uu (verschwommen), 510, 481 uu (verschwommen), 499, 
462 uu (schiirfer). 

Die beiden untersten Scheiben wurden einzeln mit methanolhaltigem 
Ather eluiert; man wusch den Alkohol weg und dampfte die getrocknete 
Lisung ein, um den Riickstand mit wenigen Tropfen heiBem Benzol auf- 
zunehmen. Nach Zusatz von iiberschiissigem absolutem Alkohol setzte als- 
bald Krystallbildung ein. Aus der vorletzten Schicht betrug die Ausbeute 
nach dem Umkrystallisieren 8 mg, die Mutterlauge lieferte weitere 0,5 mg. 
Metallisch glinzende, tafelartig verzwillingte Gebilde, die alle Merkmale des 
o-Carotins zeigen. Schmelzp. 180° (korr.), Spektrum in Schwefelkohlen- 
stoff: 520, 485,5 uu. 
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3,237 mg Subst.: 10,606 mg CO,, 3,082 mg H,O. 
C,H., Ber. C8948 H 10,52 Gef. C 89,36 H 10,65. 


In dem, aus der untersten Scheibe gewonnenen Priparat hat sich das 
6-Carotin durch die Reinigung relativ angereichert, so daB nun ein Ge. 
misch des a- und §-Carotins (etwa 1:1) vorliegt. Rote, 1—2 mm lange 
Stiibchen, optische Schwerpunkte: 516, 482 uu in CS,. 

b) Hypophasische Fraktion. Der Trockenriickstand der griindlic) 
ausgewaschenen und getrockneten iitherischen Lésung enthielt recht viel 
Cholesterin. Wir lésten das Material in 30 cem Benzin auf und setzten 
2 Volumen Petrolither zu. Schon bei Raumtemperatur erschienen mikro- 
skopische, zu Rosetten gruppierte, teils sanft gebogene Niidelchen, frei vou 
farblosem Begleitstoff. Ausbeute 41 mg; die Mutterlaugen enthalten weitere 
28 mg, von welchem Betrag ?/,, mit Sterinen vermengt, im Eisschrank aus. 
krystallisierten. 

In Schwefelkohlenstoff liste sich das Hauptpriiparat nur schwer und 
zerfiel auf der CaCO,-Siule in die folgenden Zonen: 


1 briunlich-orange: Spektrum verwischt, gegen 507,477 uu, 
‘/, gelb; etwa 505, 475 uu, 
50 orangegelb, der untere Bezirk rétlicher: Lutein + Zeaxanthin. 


Aus dem Eluat der untersten Zone wurde der Farbstoff in Ather 
iibergefiihrt, dessen wohlkrystallisierter Trockenriickstand aus Ather + Petrol- 
iither sich umscheiden lieB. Ziegelrotes Krystallpulver, aus mikroskopisch 
homogenen Nadeln bestehend. Schmelzp. 191° (korr.). Das Spektrum zeigte 
recht unscharf begrenzte Binder, die Schwerpunkte lagen bei 510 und 
478 uu (CS,). 


4,400 mg Subst.: 13,592 mg CO,, 3,954 mg H,0. 
C,,H,.0, Ber. C 84,45 H 9,92 Gef. C 84,25 H 10,05. 


Lést man die Krystalle in Schwefelkohlenstoff und bereitet auf CaCQ, 
ein Chromatogramm, so erscheint zwar nur 1 Zone, deren Farbe aber oben 
orangegelb, unten ziegelrot ist. Dem entspricht eine Verschiebung der op- 
tischen Schwerpunkte (CS,); oberes Drittel: 508, 475 wu (scharf, reines 
Lutein); unteres Dritiel: 518, 481 uu (maBig unscharf, Lutein + Zeaxanthin). 

Die Bearbeitung von weiteren Krystallisaten fiihrte zu dem gleichen 
Ergebnis. Die allerletzte Mutterlauge ist derart verunreinigt, dab auf CaCO, 
iiberhaupt kein Chromatogramm mehr zu erhalten war. Wir zerlegten sie 
daher auf Ca(OH),, aus Benzin. Auch hier zeigten sich zwei diinne Neben- 
zonen und darunter der Hauptring, der Krystalle lieferte. 

II. Quantitative Bestimmung des Lipochroms in den Organen 
des Frosches. Das Verfahren folgt im Prinzip der Isolierungsvorschrift, 
nur wird der hypophasische Anteil (freie Polyenalkohole) auch vor der 
alkalischen Hydrolyse colorimetrisch gemessen. Ferner genitigt hier im all- 
gemeinen jeweils eine Chromatographie. Es ist wichtig, die Befunde auch 
spektroskopisch zu kontrollieren. 

Arbeitet man mit der Leber eines einzigen Tieres, so verreibt 
man sie mit wenig Quarzsand, ]iBt unter 20—50cem Alkohol '/, Tag in 
Stickstoff stehen, nutscht ab, wiischt mit Ather nach und fiigt methy!- 
alkoholisches Kali zum Gesamtfiltrat. Nach 12 Stunden wird Wasser zu- 
gesetzt, der Ather gewaschen, kurz getrocknet und verdampft. Man nimmt 
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in 15 com Benzin auf, entmischt 3mal mit 90°/,igem Methanol, fiihrt den 
Farbstoff aus dem letzteren in Ather iiber und nimmt dessen Abdampf- 
rickstand mit CS, auf. Die getrocknete Benzinlésung wird auf Ca(OH),, 


das der Schwefelkohlenstoff-Extrakt auf CaCO, chromatographiert (Dicke der 
Ge. Siule: bis zu 1 cm). } 
nge 


Lipochrominhalt von Organen des Wasserfrosches. Die 
Zahlen (Mittelwerte) beziehen sich auf je 1 Tier, der Versuch wurde mit je | 
14 Organen ausgefiihrt (nur Weibchen). Die in der Tabelle verzeichneten 














nm : Mengen sind aus den colorimetrischen Messungen als ,,Carotin“ bzw. ,, Lutein“ 
berechnet worden, doch ist das Material, nach den oben stehenden Aus- 
whe fiihrungen, chromatographisch uneinheitlich. 
ere : SSS — i? ee 
Us- Frisch- |Trocken- Epipha- | Hypophasischer |, . ert es 
: gewicht| gewicht | ~~ Farbstoff Ipochroms 10 
nd Organ des des sischer Jf AFDSION _| 1 Organ (frisch) | 
Organs | Organs | Farbstoff}  ¢,,; verestert P | 
g g mg -— | =~ | |. " 
Leber. . . | 3,25 | 1,00 0,052 | 0,027 | 0,063 | 0,142 | 4,37 | 
Haut... | 9,00 | 2,14 0,031 | 0,003 | 0,088 | 0,122 | 1,36 | 
m Ovarien . . | 6,88 | 3,29 0,051 | 0,088 | 0,046 | 0,185 | 2,69 
iL Fettkérper . | 0,28 0,22 0,008 | 0,006 | 0,013 | 0,027 | 9,64 | 

















Herrn Kollegen E. Geiger danken wir fiir Ratschlige. 
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Uber einige farblose Begleiter von Pflanzencarotinoiden. 
Von 
L. Zechmeister und P. Tuzson. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 


_ 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1935.) 


Im Verlaufe der letzten Jahre wurden im hiesigen Institut 
mehrfach Beobachtungen iiber Begleiter von Polyenpigmenten 
gemacht, von welchen einige, die sich auf die Mohrriibe sowie 
auf die Sonnenblume beziehen, kurz mitgeteilt werden sollen. 

Aus der Mohrriibe (Daucus carota) wurde vor 27 Jahren 
von H. vy. Euler und E. Nordenson}) eine farblose Verbindung 
isoliert und mit dem Namen Daucosterin belegt. Uber die Struktur 
des hiibsch krystallisierten Kérpers ist unseres Wissens bisher 
nichts bekannt geworden. Wir begegneten dem Daucosterin bei 
der Isolierung des Méhrenpigments und erhielten es auch nach 
der Originalvorschrift der genannten Forscher. Wie aus dem Ver- 
suchsteil ersichtlich ist, zerfallt Daucosterin bei der Hydrolyse in 
1 Mol Sitosterin C,,H,,O und 1 Mol Traubenzucker, es ist daher 
als Sitosterin-d-glucosid anzusprechen, von der Zusammen- 
setzung C,,H,,O,. 

Aus den gelben Bliitenblittern der Sonnenblume (Helian- 
thus annuus) lieBen sich fiinf farblose Kérper krystallinisch ab- 
scheiden, nimlich, auBer Hentriakontan C,,H,, und einem Wachs- 


alkohol C,,H,,-OH, ein 1 wertiges Sterin, das Glucosid eines 
anderen 1 wertigen Sterins sowie ein 2 wertiges Sterin *). 

Das 1wertige Sterin besitzt die Zusammensetzung C,,H,,0 
(oder eine sehr &hnliche), es kommt nur in geringen Mengen vor 
und ist von dem Sito- und Stigmasterin bestimmt verschieden. 


Das erwahnte Sterolin (wahrscheinlich C,,H,,O,) liefert bei der 


1) Diese Z. 56, 223 (1908). 

*) Von einer besonderen Benennung des 1 wertigen Sterins sowie des 
Sterolins méchten wir zunichst absehen, da Identitit mit bereits beschrie- 
benen Priiparaten der zersplitterten Sterinliteratur bestehen kénnte, zu deren 
Feststellung aber ein direkter Vergleich der Substanzen erforderlich wiire. 
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Hydrolyse, auBer 1 Mol Traubenzucker, ein Aglykon C,,H,,0, das 
mit keinem der erwaihnten Korper identisch ist und relativ hoch, 
pei 159° (korr.) schmilzt. 

Uber das 2wertige Sterin haben wir bereits friilier An- 
saben gemacht*) und damals die Formel C,,H,,0, als _,,wahr- 
scheinlich* bezeichnet. Seinerzeit wurden die analysenreinen 
Priparate im Vakuum bei 80° getrocknet und erreichten scharfe 
Gewichtskonstanz. Eine Neubearbeitung zeigte jedoch, daf die 
Krystallfliissigkeit nicht einmal bei 110° (im Vakuum) zuverlissig 
abgegeben wird und daB man die Temperatur bis zu 130° steigern 
muB, um richtige Kohlenstoffzahlen zu erhalten. Auf Grund des 
untenstehenden Versuchsmaterials muff die Formel auf C,,H,,0, 
verbessert werden und ferner erwies sich der Kérper als identisch 
mit einem Priparat, das von F. A. Wirth‘) sowie von L.v. Chol- 
noky und dem einen von uns°) aus Ringelblumenausziigen (Calendula 
officinalis) gewonnen wurde. Fiir dieses Sterin, das sehr reichlich 
in der Helianthusbliite vorkommt, 2 Hydroxyle besitzt, ein wohl- 
krystallinisches Diacetat liefert und naher untersucht werden soll, 
schlagen wir die Bezeichnung ,,Helisterin“ vor. 

Den nachstehenden Versuchen ist die empfehlenswerte, neue 
Methode von F.Giral®) zur kryoskopischen Mikrobestimmung des 
Molekulargewichtes zustatten gekommen; wir finden sie am be- 
quemsten ausfiihrbar, wenn man nicht zu wenig Substanz verwendet, 
sondern 1—5 mg Sterin in 10—40 mg geschmolzenem Exalton 
Cyclo-pentadecanon). 


Versuche, 


I. Daucosterin. 100 kg Riiben wurden weichgekocht, geprebt, bei 
50—60° getrocknet, gemahlen (2,5 kg) und mit 13 Liter Alkohol am Riick- 
flu8 extrahiert. Beim Stehen krystallisierte in 1 Woche reichlich Carotin 
aus, worauf wir das Filtrat 2 Tage mit methylalkoholischem Kali in homo- 
gener Phase verseiften. Nun wurde Ather und Wasser zugesetzt. Beim 
Weegwaschen des Sprits begann gegen Ende das rohe Daucosterin aus dem 
Ather sich abzuscheiden (1,8 g). Es wurde in wenig Pyridin gelést und 
nach Zusatz von viel heiBem Alkohol in der Kilte auskrystallisiert. Aus- 
beute 1,06 g; die Mutterlauge lieferte nach dem Verdiinnen mit Wasser 
weitere 0,18 g. 

3) Diese Z. 192, 22 (1980). 

4) F. A. Wirth, Diss. Erlangen (1891); vgl. auch A. Kirchner, Diss, 
Erlangen (1892). 

5) Diese Z. 208, 26 (1932). 

6) Ann. soe. espaii. fis. quim. 33, 438 (1935) (mit einer deutschen Zu- 
sammenfassung). 
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Farblose, feine, oft verfilzte, mikroskopische Nadeln’), die bei 295) 
sich briiunen und bei 305° aufschiiumen (Ber1- Block, kurzes Thermometer), 
Die Substanz ist kaum léslich in den meisten Solventien, spirlich in heiBey 
Alkohol, gut in warmem Pyridin. Gegen Brom ist sie ungesittigt. Konzen- 
trierte Schwefelsiiure nimmt Daucosterin mit briunlichroter Farbe auf. 
Reaktion nach Salkowski: Chloroformschicht allmihlich weinrot, dany 
briiunlich (Fluorescenz), Liebermann-Burchardsche Probe: Das Chloro. 
form wird langsam rotlichviolett, blau, schlieBlich griin. Daucosterin ist 
linksdrehend: 

[w]2° = — (100 x 0,72°) : (2 x 0,726) = — 49,6° (in Pyridin). 

5,500 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 14,597 mg CO,, 5,118 mg H,0. 

4,190 mg Subst.: 11,134 mg CO,, 3,958 mg H,0. 
CHO, Ber. C 72,85 H 10,49 
Gef. ,, 72,88, 72,47  ,, 10,41, 10,57. 

Hydrolyse. Durch Kochen mit verdiinnt-wiBriger oder verdiinnt. 
alkoholischer Salzsiure lassen sich die Krystalle auflockern, sie geben 
Zucker ab und werden loslich in Ather. Bei 8 stiindiger Versuchsdauer 
blieben 73—74 Gew.-9/, des Ausgangsmaterials an Aglykon zuriick. Die 
Drehung und Cu-Zahl der Lésung zeigen, dab nur d-Glucose in Betracht 
kommt. Schmelz- und Mischschmelzpunkt des Phenylosazons 208° (korr.. 

Das ungelést gebliebene Priiparat wurde 2 mal aus 70°/, igem Wein- 
geist umkrystallisiert und schmolz dann bei 137—138° (korr.). Mischschmelz- 
punkt mit Sitosterin (aus Brennesseln): 138°. Auch die Krystallform ent 
spricht genau derjenigen des Sitosterins*), ebenso die Léslichkeit und die 


Farbenreaktionen. 
[a]2° = — (100 x 1,38°%:(4 x 0,9489) = — 36,3° (in Chloroform). 


4D 
5,134 mg Subst. (bei 110° i. V. konstant): 15,795 mg CO,, 5,474mg H,0. — 
5,235 mg Subst.: 16,091 mg CO,, 5,671 mg H,0. 
C,,H;,0 Ber. C 83,97 H 12,16 
Gef. ,, 83,90, 83,83  ,, 11,98, 12,12. 
Molekulargewichtsbestimmung nach F. Giral (a. a. O.): 
5,293 mg Subst. in 40,72 mg Exalton (= ,,Muscosyn“, K = 21,3): 4=7,1°, 
7,0°, 7,3°. 
C,,H,,0 Ber. M 414 Gef. M 390, 396, 379. 
II. Bestandteile der Sonnenblume. a) Helisterin. Man extrahiert 
200 g getrocknete und vermahlene, gelbe Bliitenblitter®) mit 1 Liter Alkohol 
unter RiickfluB, am Wasserbad. Beim Erkalten des Filtrats scheiden sich 
farblose Kohlenwasserstoffe und wachsartige Substanzen ab (1,1 g), worauf 
man die Mutterlauge mit methanolischem Kali versetzt und 2 Stunden kochend 
hydrolysiert (braune Fiillung). Mit Hilfe von Wasser und Ather wird das 
Material des Filtrates in Ather iibergefiihrt und die Oberschicht durch 


’) Vgl. Fig. 83, S. 300 in L. Zechmeister, Carotinoide. Berlin, Ju- 
lius Springer 1934. 

8) FuBnote 7, Fig. 85. 

*) Die friiher gebrauchte Bezeichnung ,,Kelehblatt ist unkorrekt; vgl. 
C. Wehmer, Die Pflanzenstoffe, 2. Aufl., 2. Bd., 8. 1308, Nr. 264 (1931). 
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Waschen von seinem Alkoholgehalt befreit. Es bildet sich eine Emulsion 
und bei 0° wird ein Sterolin abgeschieden [vgl. unter c)]. Nun engt man 
das Filtrat etwas ein, versetzt es mit Petrolither und nimmt eine Ent- 
mischung mit 85°/,igem Holzgeist vor, wobei Kohlenwasserstoffe und andere 
Begleiter nach oben wandern. Das Sterin 1i8t sich aus der Unterschicht 
in Ather iiberfiihren, dessen Abdampfriickstand aus 99°/,igem Methanol 
unkrystallisiert wurde. Rohprodukt 1 g (Kiigelchen); nach dem Umkry- 
stallisieren aus verdiinntem Alkohol: 0,65 g rhombische Tafeln). Ein mit 
i2kg getrocknetem Ausgangsmaterial durchgefiihrter GroBversuch lieferte 
iber 40 g Rohprodukt. 

Die Eigenschaften sind die friiher beschriebenen. Schmelzp. 242° [korr., 
bei 130°, i. V. getr.?4)|, Mischschmelzpunkt mit einem entsprechend weiter 
gereinigten Priparat aus Calendula 240°. Die Drehwerte '’) liegen nun etwas 
hoher: 

[@]2° = (100 x 1,70°): (4 xX 0,9362) = + 45,4° (in Chloroform). 


4,873 mg Subst. (bei 130° i. V. 2 Stunden getr.): 14,375 mg CO,, 
4945 mg H,O. — 4,861 mg Subst.: 14,330 mg CO,, 4,943 mg H,O. 


C,.H,,0, Ber. C 80,35 H 11,42 
Gef. ,, 80,45, 80,40 ,» 11,36, 11,384), 


Molekulargewichtsbestimmung: a) kryoskopisch (nach F. Gira)l): 
(416 mg Subst. in 3,641 mg Exalton: 4 = 5,9% — 4,680 mg Subst. in 
41,100 mg: 4 = 6,2°. b) ebullioskopisch (nach A. Rieche): 22,70 bzw. 
4140 mg Subst. in 4,00 cem Benzol: 4 = 0,040 bzw. 0,091° 


CysH,,O, Ber. M 388.  Gef. M a) 412, 391 und b) 428, 393. 


Helisterin-diacetat C,,H,,(OQUC.CH,),. 8 g Sterin wurden %/, Stun- 
den mit 100cem Acetanhydrid am Riickflu8 gekocht, das Anhydrid im Vakuum 
verjagt und der Riickstand 2mal mit Alkohol abgedampft. Das weife Pulver 
liefert, aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, lebhaft glinzende, derbe 
Polyeder. Aus Aceton erhilt man bei Raumtemperatur '/, cm lange 
DoppelspieBe, die gestreckte Sechsecke sind und Krystallaceton enthalten 
z. B. gef. 5,79 °/, ber. fiir 0,5 Mol Aceton 5,73°/,). Der Rest laBt sich aus der 
Mutterlauge, bei 0°, unter Wasserzusatz gewinnen. In den meisten Sol- 
venten leicht léslich, schwerer in Methanol, spielend in Ather, Petrolither, 
Chloroform. Der Schmelzpunkt liegt z. B. bei 1389—140° (korr., Sinterung 
einige Grade friiher), wenn aus Aceton krystallisiert wird, aus Alkohol je- 
doch bei 166—167° (korr., Substanz bei 130° i. V. getr.). 


[a]29 = (100 x 2,37 :(4 x 1,010) = + 58,7° (in Chloroform). 

0) FuBnote 7, Fig. 84. 

1) Vgl. Diese Z. 208, 26 (1932); der Schmelzpunkt des Calendula- 
Sterins lieB sich bis zu 239—240° (korr.) steigern. 

”) Die Bestimmung des Drehungswinkels wurde bei diesem Ansatz, 
wie auch bei den nachfolgenden, mit der lufttrockenen Substanz vor- 
genommen. Auf Grund des gleichzeitig durchgefiihrten Trocknungs- 
versuches (180°, Vakuum) wurde dann die Konzentration auf trockne Sub- 
stanz umgerechnet und diese mitgeteilt. 

1%) Dasselbe Priparat lieferte, bei 85° bzw. bei 110° zur Konstanz ge- 
bracht, 78,6 bzw. 79,8°/, C. 
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208 L. Zechmeister und P. Tuzson, 


5,768 mg Subst.: 16,170 mg CO,, 5,208 mg H,O. 
C,6H,,0, Ber. C 76,21 H 10,24 Gef. C 76,46 4H 10,10, 


Molekulargewicht. 5,355 mg Subst. in 36,04 mg Exalton: 4 = 64. 
6,9, 6,8°. . 
CooHisOg Ber. M472  Gef. M 480, 459, 465. 

Das Aquivalentgewicht ergab sich nach H.Sandqvist und J.Gorton*) 
stets als zu hoch (ber. 236, gef. 267 bis 269). 


b) Einwertiges Sterin. Aus den Umkrystallisationsmutterlaugen des 
oben erwihnten 40g-Rohpriparates schied sich bei vorsichtigem Wasserzusatz 
ein Sterin ab (2 g), das aus 300 ccm 50°/, igem Weingeist ‘umkrystallisierte, 
beim Erkalten die ganze Fliissigkeit gallertartig erfiillte, jedoch aus sehr 
langen, mikroskopischen Nadelgarben bestand (1,4 g). Aus 96°/, igem Athy]. 
alkohol oder aus Methanol schieBen kiirzere Nadeln hervor, die bei 217° 
(korr.) schmelzen. Mischschmelzpunkt mit Helisterin 180—207°. Salkowski- 
sche Reaktion: Saure orangegelb, Chloroform zitronengelb; Probe nach 
Liebermann- Burchard: blau, spiter olivgriin. Die Verbindung ist 
rechtsdrehend: 

[a]? = (100 x 0,49°): (4 x 0,2864) = + 42,8° (in Chloroform). 


4,954 mg Subst. (bei 130° i. V. konstant): 15,292 mg CO,, 5,339mg H,0. — 
2,906 mg Subst.: 8,965 mg CO,, 3,188 mg H,0. 
C,,H,.0 Ber. C 84,03 H 12,23 
Gef. ,, 84,18, 84,13 95 12,06, 12,27. 
Molekulargewicht. 1,196 mg Subst. in 15,92 mg Exalton: 4 = 3,9°. 
CyH;,0 Ber. M 428 Gef. M 410. 


c) Sterolin. Die bei der Helisterinbereitung erwiihnte Sterolinfraktion 
wurde aus 3,8 kg trockner Droge bereitet und wog 2,1 g. Nadeln, die 
wiederholt aus heiBem Alkohol umkrystallisiert wurden. Schmelzp. 303° 
(korr., Zersetzung). Léslichkeit im allgemeinen sehr spirlich, nur von Pyridin 
wird das Glucosid reichlich aufgenommen. HeiSer Athylalkohol list weit 
weniger. Die Farbenreaktionen fallen wie bei dem Daucosterin aus. Die 
Verbindung dreht in Pyridin nach links: 

[a]2° =— (100 x 1,02°):(2 x 1,010) = — 50,5°. 

4,816 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 12,742 mg CO,, 4,486 mg H,0. 

0,1616 g Subst.: 0,4280 g CO,, 0,1475 g H,0. 
C,3H;,0¢ Ber. C 72,21 H 10,29 
Gef. ,, 72,16, 72,23 ,, 10,42, 10,21. 

0,2420 g Sterolin lieferten beim Kochen mit verdiinnter Salzsiiure 
0,1731 g Aglykon, wihrend sich fiir die Abspaltung von 1 Mol Hexose 
0,1705 g berechnen. Kupferzahl und Drehung deuten auf Traubenzucker. 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt des Phenylosazons 208° (korr.). 

Das Aglykon zeigt ganz sitostérinihnliche Krystallformen, der Schmelz- 
punkt liegt jedoch viel héher, bei 159° (korr.). Mischschmelzpunkt mit Sito- 
sterin: unscharf zwischen 135—140° (korr.). Das Sterin ist linksdrehend: 


[alp° = =— (100 x 1,27°):(4 xX 0,6357) = — 49,9° (in Chloroform). 


4) Ber. chem. Ges. 63, 1935 (1930). 
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Uber einige farblose Begleiter von Pflanzencarotinoiden. 209 


5,040 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 15,521 mg CO,, 5,420 mg H,O. — 
4,735 mg Subst.: 14,551 mg CO,, 5,127 mg H,O. 


C,,H,,.O Ber. C 83,85 H 12,00 
Gef. ,, 83,99, 83,81 ,, 12,03, 12,11. 


Molekulargewicht. 4,087 mg Subst. in 33,08 mg Exalton: 4 = 6,6°, 6,5°. 
C,;0,,0 Ber. M 386  Gef. M 399, 405. 


d) Hentriakontan und Wachsalkohol. Die unter a) erwihnte 
Fillung von alkohol-unléslicher Substanz (1,1 g) wog bei der Bearbeitung 
yon 1 kg getrockneten Sonnenbliitenblittern rund 6 g, und bestand aus sichel- 
artigen Gebilden. Das wachshaltige Priiparat wurde wiederholt mit dthyl- 
alkoholischem Kali heiB verseift. Wir haben das regenerierte Produkt aus 
Alkohol fraktioniert, den schwerstléslichen Anteil in Ather aufgenommen 
und in dem bei Kiskiilte alsbald erschienenen Priiparat das Hentriakontan 
erkannt. Ausbeute 0,25 g, Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 70° (korr.). 
Silbergliinzende, diinne Platten. Optisch inaktiv. 

0,1617 g Subst.: 0,5037 g CO,, 0,2114 g H,O. 

C,,Ha, Ber. C 85,22 H 14,78 Gef. C 84,96 H 14,63. 

Im Verlaufe der Fraktionierung der Hauptlésung, welche nicht niher 
beschrieben werden soll, lieB sich ein in Weingeist bedeutend leichter lés- 


licher, gesittigter Wachsalkohol isolieren. Ausbeute 0,5 g, Schmelzp. 72 
bis 73° (korr.). Sichelartig. gebogene Nadeln. Optisch inaktiv. 


0,2098 g Subst.: 0,6252 g CO,, 0,2661 g H,0. 


C,,H,0 Ber, C 81,26 H 14,22 Gef. C 81,27 H 1419. 
Molekulargewicht. 6,132mg Subst. in 57,42mg Exalton: 4 = 6,2, 6,4, 6,5°. 
C,,H;,0 Ber. M 354 Gef. M 367, 355, 358. 
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Untersuchung der Kaninchengalle. rr 

I. Mitteilung. pri, 

- ’ " ee dle 
Uber zwei neue Gallensiuren, «- und /-Lago-desoxycholsaure Born 

und iiber Lithocholsiure”*), . 

Von ' konr 
Sanji Kishi. F mel 

(Aus der Chem. Abt. des Institutes der Japan. Gesellschaft fiir Krebsforschung, Tokio. Pum 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1935.) | Mutt 
-mit I 
Seit 40 Jahren wird die Galle des Menschen, sowie die def verse 
' Dies 


verschiedenen Tiere, je nach der Zuginglichkeit des Materiakim 
von mehreren Autoren verarbeitet. Dabei wurden immer neufm werd 
Gallensiiuren isoliert und die chemische Struktur der meisten vo 9 « 
ihnen festgestellt. Kinige Sauren scheinen bestimmten Tieren ode 
Tierarten eigen zu sein, z. B. Hyo-desoxycholsiure’) C,,H,,() 
dem Schwein, Urso-desoxycholsiiure*) C,,H,,O, dem Biren uni 
f-Phocae-cholsiiure*) ©,,H,,O, dem Seehund und WalroB. Ander 


' deren 
' bezei 
_ groBe 











z. B. Cholsiiure C,,H,,O,, Desoxycholsiure C,,H,,O, und Anthropo. p7-Sau 
(oder Cheno-)desoxycholsiure C,,H,,0, sind bei Tieren mehr allgg ™ de 
gemein yerbreitet, wobei nur das Mengenverhiiltnis ein verschiedenem Die 
ist. Bei diesem interessanten Unterschied der Gallenbestandteil™ sehr - 
wird wahrscheinlich die zoologische Stellung und Hauptnahrun:f] ‘ysté 
der betreffenden Tiere eine besondere Rolle spielen. sch di 
Was die Galle der Nager betrifft, so ist dariiber, meinejm ‘twa 
Wissens, folgendes bekannt. Windaus*) hat als Anhang seine 
Untersuchung der Seehundgalle noch kurz iiber Hasengalle berichte:]R “arbr 
Er hat aus ihr auBer viel Desoxycholsiure noch eine Reihe vou ‘paltu 
Siuren in kleiner Menge isoliert, die scharf bei 125°, 151°, 185 
und 222° schmolzen. 8. Okamura und T. Okamura’) habe i 
; L 
*) Vorgetragen in der Generalyersammlung der Jap. biochem. Gese! » 
schaft am 19. Okt. 1935. * 
1) Windaus, Liebigs Ann. 455, 282 (1923); 447, 244 (1926). letzten 
*) Kaziro, Diese Z. 185, 151 (1929); 197, 206 (1981). Fellen 
5) Windaus u. van Schoor, Diese Z. 173, 312 (1928). | *) 


*) a. a. O. *) Diese Z. 188, 11 (1930). Fvon W. 
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| pvon W. Meister u. O. Dorrer, Miinchen 1930 u. 1932. 


Untersuchung der Kaninchengalle. 911 


gefunden, daB die Gallenséure der Kaninchengalle hauptsichlich 
aus Desoxycholsiure besteht. Dann hat Sekitoo!) als ihre native 
Form Glykocholeinsiure isoliert. Fukase und Fuziwara?’) haben 


_hemerkt, daB in der Kaninchengalle der Gehalt an Glykocholein- 


siure von der Nahrung stark beeinflu8t wird. Neuerdings haben 


] Brig] und Benedikt’) iiber die Nutriagalle gearbeitet und fiir 
‘die von ihnen isolierte neue Siiure, Nutriacholsiiure, die Brutto- 
'formel C,,H,,O, angegeben. 


40.5 
Wegen der siomlich leichten Zugiinglichkeit des Materials 


_konnte ich diese Arbeit mit einer groBen Menge von Galle aus 
/mehreren tausend Kaninchen unternehmen”*). 


Die Galle wurde zuerst verseift und mit Eisessig behandelt, 


‘um den gréB8ten Teil von Desoxycholsiiure zu entfernen. Die 
Mutterlauge wurde mit konzentrierter Kalilauge gekocht, und dann 
‘mit Hilfe der modernen liickenlosen Trennungsmethode auf Grund 
_verschiedener Aciditit der ungepaarten Gallensiiuren aufgearbeitet. 
‘Diese Methode, iiber die Weiteres im Versuchsteile angegeben 
}werden wird, haben Wieland‘) und seine Schiiler seit einer Reihe 
‘von Jahren angewendet und sie mehr und mehr verbessert. 


Aus der mittleren’ Fraktion (S. 214) wurden zwei neue Siuren, 


_deren eine ich als ,,«¢“- und eine als ,,f-Lago-desoxycholsiure® 
rbezeichnen will, aus der itherischen Mutterlauge auf Grund ihrer 
‘groben Léslichkeit neben der Desoxycholsiiure isoliert. Da die 
$-Siure leicht aus Essigester krystallisiert und die «-Siiure stets 
'in der Mutterlauge bleibt, konnte ich die #-Siure rein abtrennen. 
'Die e«-Siure, die in verschiedenen organischen Lisungsmitteln 
rsehr leicht lislich ist, bildet schwer lésliches, leicht aus Alkohol 
_krystallisierbares Na-Salz. Auf Grund dieser Eigenschaft konnte 
‘ich die @-Siiure rein isolieren, Aus mehreren Ansiitzen erhielt ich 
‘etwa 3g @-Siiure. 


Die «-Siure schmilzt bei 156—157°, die Liebermannsche 


'Farbreaktion ist rosa bis rotgelb. Sie wird durch thermische Ab- 
spaltung von Wasser iiber eine Choladiensiure und anschlieBende 


x Diese Z. 199, 225 (1931). 
) J. of Biochem. 15, 193 (1932). 
: Diese Z. 220, 106 (19883). 
*) Die Landlente in den nahen Provinzen um Tokio sibs in den 


‘letzten Jahren ungeheuere Mengen von Kaninchen zur Gewinnung von 
Fellen und Fleisch. 


‘) Wieland u. Kishi, Diese Z. 214, 47 (1933). Vgl. die Dissertationen 
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912, Sanji Kishi, 
katalytische Hydrierung in Cholansiiure C,,H,,0,, ihre Stammsiiure, 
zuriickverwandelt. Im Kinklang damit zeigte die quantitativ durch. 
gefiihrte Oxydation mit Chromsiiure den Verbrauch von 4 Aqui. 
valenten Sauerstoff. Das Reaktionsprodukt war mit der Dehydro. 
desoxycholsiure (3,12-Diketo-cholansiure) C,,H,,O, identisch, 
Durch Oxydation mit Salpetersiure wurde Desoxybiliansiure 
C,,H,,0, erhalten. Damit war die «-Siaure als eine 3,12-Dioxy. 
cholansiiure C,,H,,O, wie die Desoxycholsiure sichergestellt, doch 
unterscheidet sie sich von Desoxycholsiure durch eine hohere 
Drehung [a]?? = + 80,21° ([@], der Desoxycholsiure = + 57,02°, 
Auferdem bildet die «-Siiure keine Choleinsiiuren!), Es ist also 
a-Lago-desoxycholsiiure eine Stereoisomere von Desoxycholsiure 
und unterscheidet sich durch verschiedene riumliche Anordnung 
der einen oder beiden OH-Gruppen. 

Man kann sich noch drei epimere 3,12-Dioxycholansiiuren 
aufer Desoxycholsiiure vorstellen. Hier méchte ich fiir dies 
moéglichen Siuren den Namen ,,Epi-desoxycholsiuren“ einfiihren, 
indem ich dem Vorschlag von Rosenheim und King’) folge. 
Sie empfahlen das Priifix ,Epi-“ in der Steringruppe fiir das 
Isomere, das durch die sterische Inversion der OH-Gruppe ver- 
anlaBt wird, zu gebrauchen. Dabei kam die Stellung der OH-Gruppe 
an ©, in Frage, die in diesem besonderen Falle mit der Nicht- 
fillbarkeit durch Digitonin in Zusammenhang steht. 

Nun ist a-Lago-desoxycholsiiure die erste ,,Epi-desoxychol- 
siure“, die in der Natur gefunden worden ist. Sie bildet keine 
alkoholschwerlisliche Additionsverbindung mit Digitonin wie di: 
gewohnlichen Gallensiuren. Dies ist wahrscheinlich ein Hinweis 
darauf, daB die riumliche Anordnung der OH-Gruppe am ©, der 
a@-Siure wie bei den gewoéhnlichen Gallensiuren steht, und dal 
die OH-Gruppe am C,, riiumlich anders als in der Desoxy- 
cholsiure steht; eine Annahme, die natiirlich noch weiterer exakter 
Beweise bedarf. Die P-Lago-desoxycholsiure schmilzt schar! 
bei 213° und ihre Liebermannsche Farbreaktion ist rein gell 
[a]>? = + 37,43°. Diese Siure erinnert an eine Saure, die im 
Jahre 1932 O. Dorrer’) im Miinchener Laboratorium in geringer 
Menge aus der Rindergalle isoliert hat und die den Schmelzpunk 
von 206—208° nach einmaliger Umkrystallisation aus Alkohol 





') Wieland u. Sorge, Diese Z. 97, 1 (1916). Wieland, Angew. Chem. 
42, 421 (1929). 

*) J. Soc. chem. Ind., Chem. u. Ind. 53, 91 (1934); Ann. Rev. of Biocheu: 
3, 90 (1934). > a0, 0: 
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Untersuchung der Kaninchengalle. 913 


| aufweist. Die Farbreaktion dieser Saiure war ebenfalls rein gelb. 
| Die Analyse meiner £-Siure stimmt mit der einer Dioxycholan- 


siure C,,H,,O, iiberein. Durch Titration wurde ein Molekular- 


| gewicht von 398 statt 392 festgestellt. 


Die #-Siure erwies sich gegeniiber Kaliumpermanganat als 


| gesittigt. Die quantitativ durchgefiihrte Oxydation der (-Siure 


mit Chromsiure zeigte den Verbrauch von 4 Aquivalenten Sauer- 


| stoff. Die so oxydierte Siure schmolz bei 222—223° und blieb 
/ nach stundenlangem Kochen mit Eisessig + konzentriertem HCl 
| unveriindert. Ihre Analysenzahl stimmte mit der der Diketo- 
 cholansiure C,,H,,O, iiberein. | 


Nach dem hohen Schmelzpunkt und der spezifischen Drehung 
(@|2° = + 87,21° zu schlieBen, ist Dehydro-f-lago-desoxycholsiure 


!yon den hebbnandiin Diketocholanséuren (3,12-, 3,7-, 7,12- und 
3,6-Diketocholansiure) mit ziemlicher Sicherheit verschieden. Eine 
weitere ausfiihrliche Untersuchung soll dieser Arbeit folgen. 


Lithocholsaiure C,,H,,O,, die schon im Jahre 1911 von 


| Hans Fischer?) aus Rindergallensteinen gewonnen wurde, ist von 
| Wieland als ein normaler Bestandteil der Rinder-*) und auch 
| der Menschengalle*) isoliert worden, und zwar 1 g aus 100 kg 


Rindergalle und 0,6 g aus 20 Litern Menschengalle. Auch diese 


' in der Natur selten vorkommende Gallensiiure konnte ich aus der 
| Sodafraktion (S. 220) bei der Verarbeitung der Kaninchengallen 


von verschiedener Herkunft in ziemlich groBer Menge (0,4 g aus 


| 900 ccm) isolieren. 


Beschreibung der Versuche. 
Die Isolierung der «-Lago-desoxycholsdure. 3000 Gallenblasen von 


Kaninchen, die unter Toluol aufbewahrt waren, lieferten durch die Presse 


900 eem bridunlicher griiner dicker Gallenfliissigkeit. Diese wurde mit 100g 


 Atzkali 24 Stunden lang am RiickfluBkiihler siedend gehalten. Aus der so 
| verseiften Galle wurde das Rohsiuregemisch mit HCl ausgefillt. Nach 
_ dem Absaugen und Trocknen ergaben sich 119 g. 


Zu diesem Rohsiuregemisch wurden in der Siedehitze 200 cem Kis- 


 essig gegossen und méglichst kurz gekocht bis zur vollstindigen Loésung. 
_ Diese wurde heif abfiltriert und das Filtrat mit flieBendem Wasser sofort 
| abgekiihlt. Alsbald entstand ein dicker Krystallbrei, der mit schénen 
| Prismen durchsetzt war. Nach einigen Stunden wurden die Krystalle 


| scharf abgesaugt. Nachwaschen mit wenig kaltem Eisessig und mit wenig 
Ather. m_ Keystalle wurden aus der nétigen Menge von heifem Eisessig 
) Diese Z. 73, 234 (1911). 
; Wieland u. Weyland, Diese Z. 110, 123 (1920). 
5) Wieland u. Jakobi, Diese Z. 148, 236 (1925). 
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914 Sanji Kishi, 


wie oben umkrystallisiert. Die erhaltenen Krystalle (53,5 g) konnten als 
priiparativ reine Eisessig-desoxycholsiure — Essigsiure-choleinsiure — durch 
den Schmelzpunkt (142°) und den Mischschmelzpunkt (142°) mit einem reiney 
Priiparat (Schmelzp. 143°) aus Rindergalle erkannt werden. Die Lieber. 
mannsche Farbreaktion war gelb wie beim Kontrollpriparat. 


Die dunkle dicke Kisessigmutterlauge wurde zusammen mit der durch 


Umkrystallisation erhaltenen in einem geriiumigen Claisen-Kolben im Vakuum | 


abdestilliert. Es hinterblieb ein ziiher dunkler Riickstand. Er wurde in 
500 cem 10°/,iger Kalilauge gelést und 3 Stunden lang am Riickflu8kihler 
siedend gehalten. Nach dem Erkalten wurde die Lésung mit HCl an. 
gesiiuert. Dabei erhielt man eine dunkle Schmiere aus zerlegtem Roh. 
siiuregemisch, das jetzt an Desoxycholsiure armer geworden ist. “nn 
dem Trocknen waren es 52,5 g. Das schmierige Rohsduregemisch (52,5 

wurde in der notigen Menge von 2n-NaOH gelést und in einem 2 Lite 
Scheidetrichter unter 1200 cem Ather unter kriiftigem Schiitteln angesiuert, 
Dabei blieb eine gewisse Menge dunkler Schmieren zuriick, die in wenig 
Alkali wieder aufgelést und unter frischem Ather angesiuert wurde. Die 
nach der Wiederholung dieses Verfahrens noch iibrigbleibende dunkle 


Schmiere (9,5 g) wurde verworfen. 


Alle Atherlésungen wurden nun — mit gepuffertem Alkali von zu- 
nehmendem py folgendermaBen fraktioniert: py = 6,2, 6,8, 7,6 8,3 und 8,8. 
Die ersten vier Losungen wurden aus konzentriertem Na-Phosphatgemisch 
hergestellt, die letzte aus konzentriertem Na-Bicarbonat-Na-Carbonatgemisch. 
Alle Pufferlésungen wurden mittels der geeigneten Indikatoren gepriift und 
eventuell korrigiert. Die ersten Ausziige von py = 6,2 und 6,8 wurden 
vor Beginn der Auskrystallisation der freien Desoxycholsiiure aus ‘dem Ather 
méglichst schnell verarbeitet. Die Atherschicht der Fraktion beim py =7,6 
muBte man einige Tage bis zur vollstindigen Krystallisation der Desoxychol- 
siiure stehen lassen. Der Ather wurde abgesaugt (8,6 g Desoxycholsiure’ 
und weiter mit je 200cem Pufferlésung ausgeschiittelt. Die Alkalitit steigerte 
man erst jeweils nach vollstiindiger Extraktion. Man priifte die extrahierte 
Lésung so oft mit HCl, bis keine Gallensiiure mehr ausflockte. Einzelne 
Ausziige wurden zusammen je nach dem py auf dem Dampfbad vom ge- 
lésten Ather befreit. In der Kilte wurde in allen Ausziigen mit HCI 
Gallensiure ausgefillt. Ausbeute: 1,5 ¢ aus 500 cem (pq = 6,2), 1,6 g aus 
740 ccm (py = 6,8), 12 g aus 1200 ccm (py = 7,6), 5,8 g aus 1400 cem 
(py = 8,3) und 0,2 g aus 560 ccm (pg = 8,8). 


Die neuen Séuren waren in den Fraktionen von pg = 7,6 und 8,3 
zu erwarten. Deshalb wurden 12g der Fraktion von py = 7,6 in der 
notigen Menge Alkali gelést und unter so viel Ather angesiiuert, daB alle 
Gallensiiuren in Lésung gingen. Nach dem Trocknen mit CaCl, wurde der 
Ather in einem Erlenmeyer-Kolben often stehen gelassen. Dabei schied sich 
Desoxycholsiure in festhaftenden Krystallen aus. Nach Verdunsten des 
Athers auf */, oder */, der Liésung go’ man sie in ein anderes GefaB um. 
Krystallisierte keine Desoxycholsiure mehr (im ganzen 9,1 g), so goB man 
ab und vertrieb den Ather auf dem Dampfbad. Dem Atherriickstand, der 
fast frei von Desoxycholsiure war, wurde wenig Essigester zugesetzt und 
nach gutem Rihren wurde die Lésung einige Tage gut verstopft stehen 
gelassen. Aus der Lésung schieden sich feine Krystalle aus. Diese wurden 
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scharf abgesaugt und mit wenig kaltem Essigester nachgewaschen (0,2 g). 
Auf diese Weise wurde zuerst rohe #-Lago-desoxycholsiure erhalten. 

Die Essigestermutterlauge, in der «-Lago-desoxycholsiure angereichert 
war, wurde auf dem Dampfbad eingedampft und der Riickstand in der 
gerade nétigen Menge siedenden absoluten Alkohols gelést. Dann wurde 
die alkoholische Lésung bis zum Umschlag von Phenolphthaleinpapier mit 
Na-Athylatlésung versetzt. Nach dem Reiben mit dem Glasstab begann das 
Na-Salz der o-Siure schon in der Hitze in Prismen auszukrystallisieren. Es 
wurde scharf abgesaugt und mit wenig kaltem absolutem Alkohol gewaschen 
(1g). Zur weiteren Reinigung der «-Siure wurde das Na-Salz aus Alkohol 
folgenderma8en umkrystallisiert. Man léste es in der nétigen Menge von 
absolutem Methanol und engte die Lésung bis zur beginnenden Krystalli- 
sation ein. Dann gob man etwa das 3fache Volumen von siedendem ab- 
solutem Athylalkohol zu. Dabei entstanden schéne Prismen. Nach 3maliger 
Umkrystallisation erhielt man reines Na-Salz der a-Siure (0,3 g). 5,8 g aus 
der Fraktion von py = 8,3, die verhiltnismiBig wenig Desoxycholsiure 
0,7 g) enthielt, wurden in der oben erwiihnten Weise verarbeitet. Es wurden 
0,1 g der rohen §-Siure und 0,2 g reinen Na-Salzes der a-Siure erhalten. 

Die alkoholischen Mutterlaugen von der Isolierung des Na-Salzes ent- 


| hielten noch ziemlich viel Substanz, sind jedoch nicht aufgearbeitet worden. 


Eigenschaften und Reaktionen der o-Lago-desoxycholsaure. Die 
«-Siure krystallisiert aus AuBerst verdiinntem Alkohol folgendermafen: 


| Man lést das Na-Salz (0,5 g) in viel Wasser (60 cem), in dem wenig Alkohol 
(2cem) enthalten ist. Dann setzt man verdiinnte HCl in der Hitze tropfen- 
} weise zu, gerade bis zum Umschlag von Congopapier. Dabei entstand an- 


finglich eine milchige Triibung, mit der Zeit schieden sich die Krystalle in 
voluminésen feinen Nadeln aus. Sie wurden abgesaugt und getrocknet (0,4 g) 
und schmolzen bei 156—157° unter Sinterung bei 154°. Die Siiure ist leicht 
lislich in verschiedenen organischen Lésungsmitteln, wie Ather, Athyl- 


alkohol, Methanol, Aceton, Essigester, Eisessig, Benzol und besitzt geringe 


Krystallisationsfihigkeit aus denselben. Ob die «-Siure Choleinsiiuren 


bildet, wurde folgendermafSen versucht: o-Siure wurde in Kisessig gelést 
/und kurz ‘auf der Flamme zum Sieden gebracht. Die Siure schied sich 


krystallinisch erst nach dem Einspritzen von viel Wasser aus. Die so er- 


_ haltenen Krystalle schmolzen wie zuvor bei 156—157°, es war also keine 

Reaktion eingetreten. Die Liebermannsche Farbreaktion trat anfangs 

'schwach rosa auf, dann wurde die Lésung rotgelb. Die Pettenkofersche 
und Myliussche Reaktion waren negativ. 


3,075, 2,980 mg Subst.: 8,285, 8,000 mg CO,, 2,785, 2,750 mg H,0O. 
C,,H,,0, (392) Ber. C 73,41 H 10,27 
Gef. ,, 73,48, 73,22 ,, 10,13, 10,32. 
Titration. 55,02, 41,04 mg Subst.: 13,94, 10,37 ccm 1/,,) n-NaOH. 
Ber. (fiir 1 bas. Siiure) M = 392 Gef. 395, 396. 
Spezifische Drehung. 170,13 mg Subst. in 5 cem 90°/,igem Alkohol 


gelést. 


1dm-Rohr. o« = + 1,125% [a]22 = + 80,21°. 
140,52 mg «-saures Na-Salz in 5 ccm Wasser gelést. 

1dm-Rohr. a = + 2,25°% [a]?! = + 80,06°. 
15* 
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Das Ba-Salz der «-Siiure wurde aus der verdiinnten ammoniakalischey 
Lésung mit BaCl,-Lésung hergestellt. Dabei trat die Krystallisation sofort 
ein. Zentrisch angeordnete Nidelchen. 


4,396 mg Subst.: 1,112 mg BaSQ,. 
(C,,H,0,).Ba (920) Ber. Ba 14,93 Gef. Ba 14,89. 


«-Lago-desoxycholsaure-methylester. 0,1 g der Sdure wurde in 
Ather gelist und mit dtherischer Diazomethanlésung versetzt. Nach einigen 
Stunden Stehenlassen im Eis wurde das iiberschiissige Diazomethan mit 
einem Tropfen Eisessig entfernt, dann mit verdiinnter Sodalésung aus. 
geschiittelt und der Ather verdampft. Der Riickstand wurde aus verdiinntem 
Methanol krystallisiert. Viereckige Tafeln vom Schmelzp. 107—108° Die 
Farbreaktion war anfinglich schwach rosa, dann schwach braun mit 
griinem Stich. 

4,572 mg Subst.: 12,385 mg CO,, 4,28 mg H,O*. 

C,.H,.0, (406) Ber. C 73,84 H 10,42 Gef. C 73,87 H 10,50. 


Spezifische Drehung. 30,417 mg Subst. in 5 cem 90°/,igem Alkohol 


gelost. 
1 dm-Rohr. o,= + 0,45°, [a@]i§ = + 73,97° 


a-Lago-desoxycholsaure-athylester. «-Siure wurde in absolutem 
Athylalkohol gelést und trocknes Salzsiiuregas in die Lésung bis zur Siitti- 
gung eingeleitet. Dann wurde die Lésung mit viel Wasser verdiinnt und 
ausgeithert. Der itherische Teil wurde zuerst mit Wasser, dann mit Soda 
ausgeschiittelt. Aus getrocknetem Ather krystallisierte der Ester in pracht- 
vollen Prismen vom Schmelzp. 135°, ebenso aus Gasolin, in dem er weniger 
loslich ist. 

4,532 mg Subst.: 12,345 mg CO,, 4,22 mg H,O%*). 
C..H,,0, (420) Ber. C 74,22 H 10,55 Gef. C 74,29 H 10,42. 


Formylverbindung. Nach 7stiindigem Erhitzen von 0,1 g «-Lago- 
desoxycholsiiure mit 1 ccm absoluter Ameisensiiure auf dem Dampfbad ent- 
steht das Mono-formylderivat. Die iiberschiissige Ameisensiure wird im 
Vakuumexsiccator iiber Atzkali volistindig weggenommen und der krystalli- 
sierte Riickstand aus 90°/,igem Athylalkohol 3mal umkrystallisiert. Vier- 
eckige Tafeln. Schmelzp. 202°, unter schwachem Sintern bei 198°. Lieber- 
mannsche Farbreaktion: anfinglich schwach gelb, dann rotgelb. 


4,017 mg Subst.: 10,575 mg CO,, 3,35 mg H,O*). 
C,;H, 0; (420) Ber. C 71,38 H 9,58 Gef. C 71,80 H 9,33. 


Der Methylester, mit Diazomethan dargestellt, wurde aus verdiinntem 
Methanol 2mal umkrystallisiert. Lange Tafeln bzw. flache Prismen. 
Schmelzp. 103—104°. Liebermannsche Farbreaktion: gelb. 


Acetylverbindung. 0,1 g «-Lago-desoxycholsiure wurde in 1,5 ccm 
Eisessig + 0,2 ccm Essigsiiureanhydrid gelést und 3 Stunden lang unter 
Riickflu8kiihlung zum Sieden erhitzt. Die abgekiihlte Lésung wurde mit 
viel Wasser angespritzt. Dabei schied sich das Mono-acetylderivat pulverig 
aus (0,1 g), das aus verdiinntem Eisessig wiederholt umkrystallisiert wurde. 


) Die Mikroanalyse wurde von Dr. C. Sone ausgefiihrt. 
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' Blittchen von etwa rhombischer Form, manche zu Rosetten gruppiert. 
' Schmelzp. 188—189°, nach vorherigem Sintern bei 160°. Farbreaktion: rot- 


gelb. Durch Verseifung mit Na-Athylatlésung wurde das Acetylderivat zur 


| Siure zurtickgebildet. 


4,097 mg Subst.: 10,830 mg CO,, 3,55 mg H,O%). 


F CogHygO5 (484) Ber. C 71,84 H 9,75 Gef. C 72,09 H 9,70. 


Der mit Diazomethan dargestellte Methylester krystallisierte aus Gasolin 


in zu Warzen gruppierten Blittchen. Schmelzp. 144°, nach Sinterung bei 
| 139° Farbreaktion: schwach rosa, rotgelb, dann griinlich gelb. 


Oxydation mit Chromsaure. 0,1 g «-Lago-desoxycholsiure wurde 


in 1 eem stabilem Kisessig gelést und unter zeitweiliger Eiskiihlung mit 


24 cem n/2-CrO,-Eisessiglésung tropfenweise versetzt. Dabei wurde die 


'Temperatur der Reaktionslésung bei 10—15° gehalten. Nach 1 Stunde 
' wurde die Lésung bei Zimmertemperatur (24°) 15 Stunden stehen gelassen. 
Das iiberschiissige CrO, der Lésung wurde mit einem Tropfen schwefliger 
Siiure beseitigt. Beim Anspritzen mit der 3fachen Menge Wasser schied 


sich das Reaktionsprodukt in Schuppen aus. Es wurde nach einigen Stunden 
abgesaugt und aus Eisessig, der in der heiBen Lésung mit wenig Wasser 


| angespritzt wurde, umkrystallisiert. Diinne Tafeln vom Schmelzp. 181°. Der 
_ Mischschmelzpunkt mit Dehydrodesoxycholsiure (3, 12-Diketocholansiure) 
} Schmelzp. 185°) 183°. 


4,424 mg Subst.: 12,040 mg CO,, 3,73 mg H,0%*). 


I C,,H,,0, (888) Ber. C 74,17 H9,35 Gef. C 74,22 H 9,43. 


Quantitative Oxydation mit Chromsaure, 59,88 mg o-Siiure wurden 
in einem Schliffkélbchen in 2 cem stabilisierten Kisessigs gelést und unter 


- Aubenkiihlung mit 3 cem CrO,-Eisessiglésung, die 13,56 cem n/10-Thiosulfat 
 entsprachen, tropfenweise versetzt. Nach 14 stiindigem Stehen bei Zimmer- 
| temperatur waren 6,51 ccm n/10-Chromsiiure verbraucht. Ber. (fiir 4 Sauer- 
_ stoffiiquivalente) 6,11 ccm. 


Der mit Diazomethan dargestellte Methylester krystallisierte aus ver- 


| diinntem Methanol in langen Tafeln bzw. flachen Prismen und schmolz wie 


ein zum Vergleich dargestelltes Priparat von Dehydrodesoxycholsiure- 
methylester bei 128° (Mischprobe). 


Oxydation mit Salpetersaure. 0,1 g «-Lago-desoxycholsiiure wurde 


_ nit einigen Tropfen Eisessig benetzt und nach und nach mit 0,4 ccm Salpeter- 
 siure (1,5) versetzt. Nach 10 stiindigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
_ wurde mit Wasser angespritzt. Die ausgeschiedenen Krystalle wurden 3 mal 


aus Eisessig umkrystallisiert. Prismen. Schmelzp. 297°, wie Desoxybilian- 


| siure (Mischprobe). 


3,276, 3,272 mg Subst.: 7,970, 7,970 mg CO,, 2,520, 2,535 mg H,O. 


C,,H,,0, (486) Ber. C 66,01 H 8,31 
Gef. ,, 66,35, 66,43  ,, 8,61, 8,67. 


Der Methylester krystallisierte aus Gasolin in langen Nadeln vom 
Schmelzp. 118,5° wie Desoxybiliansiiure-methylester (Mischprobe). 


*) Die Mikroanalyse wurde von Dr. C. Sone ausgefiihrt. 
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Brenzreaktion. 0,2 g der «-Siure wurde in einem Kélbchen iy 
Metallbad zuerst in schwachem Vakuum nur mit der Wasserstrahlpumpe 
allmihlich auf 320° erhitzt. Dann wurde die Brenzsiure im Hochvakuum 
abdestilliert. Das Destillat (0,14 g), das in Ather sehr leicht léslich ist 
wurde aus verdiinntem Methanol umkrystallisiert. Tafeln, die bei 135—137: 
schmolzen. 

Die erhaltene Brenzsiiure (0,12 g) wurde in Eisessig mit PtO, katalytisch 
hydriert. Dabei entsprach die Menge der H,-Aufnahme (16 cem bei 22° und 
760 mm) der einer Choladiensiiure. Die hydrierte Siure wurde aus der ab- 
filtrierten Eisessiglésung mit Wasser ausgefiillt. Nach dem Absaugen und 
Trocknen wurde die hydrierte Siiure als Na-Salz aus absolutem Alkoho! 
3mal umkrystallisiert. Nidelchen. Die aus dem Na-Salz freigemachte 
Séure wurde aus verdiinntem Methanol umkrystallisiert. Schmale Prismen, 
Schmelzp. 164°, ebenso Mischschmelzpunkt mit Cholansiure von gleichem 
Schmelzpunkt. 


4,421 mg Subst.: 12,920 mg CO,, 4,41 mg H,O%*). 


C,,H,,0, (360) Ber. C 79,98 H 11,19 
Gef. ,, 79,70  ,, 11,17. 


Die weitere Reinigung der ¢-Lago-desoxycholsdure. Die §-Siiure 
wurde aus der Fraktion von py = 7,6 und zum Teil von py = 8,3 an- 
gereichert (S. 214). Zur weiteren Reinigung wurde die rohe #-Siure (0,3 g) 
in absolutem Athylalkohol klar gelést und auf dem Dampfbad rasch ein- 
geengt. Dann wurde das 2—3-fache Volumen siedend heifen Essigesters 
hinzugefiigt. Beim langsamen Erkalten der Lésung schieden sich pracht- 
volle Prismen aus. Nach 2—3-maliger Umkrystallisation schmolz die #-Siiure 
scharf bei 213°. Die Ausbeute des reinsten Priiparates betrug etwa 0,15 g. 
Durch wiederholte Versuche erhielt man etwa 1g. Die Siure léste sich 
leicht in Alkohol und Eisessig, ziemlich leicht in Essigester und Ather. 
Liebermannsche Farbreaktion: rein gelb. 


3,410, 3,180 mg Subst.: 9,140, 8,540 mg CO,, 3,160, 2,920 mg H,0. 
C,,H,,0, (892) Ber. C 73,41 H 10,27 
Gef. ,, 73,11, 23,24  ,, 10,44, 10,28. 
Titration. 23,771 mg Subst.: 5,97 cem _*/,9) n-NaOH. 
Ber. (fiir 1 bas. Siure) M = 392 Gef. M 398. 

Spezifische Drehung. 78,54 mg in 5 cem 90°/,igem Alkohol gelist. 

1dm-Rohr. «= + 0,588°. [«]22 = + 87,43°. 

Reaktionen der f-Lago-desoxycholsdure. — Methylester. 50 mg 
der f-Siiure wurden in 5 cem absoluten Athers gelést und mit dtherischer 
Diazomethanlésung zusammengebracht. Die Atherlésung wurde nach Zer- 
stérung des iiberschiissigen Diazomethans durch Eisessig mit Soda aus- 
geschiittelt. Nach Einengen des getrockneten Athers blieb der Ester 


krystallinisch zuriick und wurde aus —— (1:1) umkrystallisiert. 
Langgestreckte Nadeln. Schmelzp. 175°. Liebermannsche Farbreaktion: 


langsam gelb. 





*) Die Mikroanalyse wurde von Dr. C. Sone ausgefiihrt. 
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im 4,183 mg Subst.: 11,295 mg CO,, 3,99 mg H,O*). — 4,486 mg Subst.: 
mpe % 2470 mg AgJ*). 
ae C.;H.0, (406) Ber. C 73,84  H 10,42 OCH, 7,63 

we. Gef. ,, 73,64  ,, 10,67 “tae. 


Athylester. Der Athylester der §-Siure wurde in der iiblichen 
Weise durch Einleiten von trocknem Salzsiuregas in eine ithylalkoholische 
| Lésung bereitet. Er krystallisierte aus verdiinntem Alkohol in feinen ge- 
‘: federten Nadeln und schmolz bei 172°. Liebermannsche Farbreaktion: 
langsam gelb. | 
dhol 3,949 mg Subst.: 10,780 mg CO,, 3,72 mg H,O%*). 
chte ME C,,H,,0, (420) Ber. C 74,22 H 10,55 Gef. C 74,45 H 10,54. 


Spezifische Drehung. 25,695 mg Subst. in 5 ccm 90°/,igem Alkohol 


hem gelist. 
1 dm-Rohr. « =+ 0,175. [o]t® = + 34,05°. 
Oxydation mit Chromsiure. 0,1 g der (¢-Siure wurde in 1 ccm ; 
stabilem Kisessig gelést, und zu der Lésung wurde '/, n-CrO,-Eisessiglésung 
bei 10° tropfenweise zugesetzt. Dabei wurde die Chromsiiure rasch ver- 
braucht. Nach dem Zusatz von 2,4 cem CrO,-Lisung wurde die Reaktions- 
‘ure @ \isung 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wurde die 
“' @ Lisung mit viel Wasser angespritzt, wobei sich die Dehydrosiure kry- 
38) callinisch ausschied. Nach einigen Stunden wurden die abgeschiedenen 


| Krystalle abgesaugt und aus verdiinntem Hisessig wiederholt umkrystallisiert. 
ters HB Bald gefiederte, bald flache Nadeln. Ausbeute 60 mg. Die Dehydrosiiure 
schmolz bei 222—223° unter Braunfirbung. Ohne vorherige Behandlung 
x mit warmem LEisessig krystallisierte die Dehydrosiiure aus verdiinntem 
° 8 @ \thylalkohol in gefiederten Nadeln oder flachen Prismen, die denselben 
Schmelzpunkt zeigten. Beim stundenlangen Kochen mit Eisessig + konz. 
HCl dinderte sich der Schmelzpunkt der Dehydrosiure nicht. Liebermann- 
sche Farbreaktion: schwach rotgelb. 


: 4,712 mg Subst.: 12,805 mg CO,, 3,99 mg H,O*). 5 
C,,H,,0, (388) Ber. © 74,17 H 9,84 Gef. C 74,11 H 9,48. 
Spezifische Drehung. 45,865 mg Subst. in 5 cem 90°/,igem Alkohol 
gelost. 
1dm-Rohr. « =+0,80° [a]?° = + 87,21°. 
ost. Quantitative Oxydation mit Chromsiiure. 103,27 mg @-Siure 
wurden in einem Schliffkélbchen in 2 ccm reinen Eisessigs gelést und unter 
AuBenkiihlung 8 cem CrO,-Eisessiglésung, die 13,56 cem n/10-Thiosulfat 


me @ cotsprachen, tropfenweise versetzt. Nach 4stiindigem Stehen bei Raum- 
her ‘temperatur waren 11,08 ccm n/10-Chromsiiure verbraucht. Ber. (fiir 4 Sauer- i 
Ler: stoffiiquivalente) 10,54 ccm. , 
- | Der mit Diazomethan hergestellte Methylester der §-Lago-dehydro- | 
S 


| desoxycholsiure krystallisierte aus verdiinntem Methanol in Tafeln. Schmelz- 
ert. @ punkt 136—138° Farbreaktion: schwach gelb. 

| 4,708 mg Subst.: 12,860 mg CO,, 3,89 mg H,O*). 

0,,H,,0, (402) Ber. C 74,57 H 9,52 Gef. C 74,49 H 9,25. 


*) Die Mikroanalyse wurde von Dr. C. Sone ausgefiihrt. 
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Isolierung von Lithocholsdure. Nach erschépfender Atherextraktio, 
bei py = 8,8 wurde die Atherstammlésung (S. 214) weiter mit 1/, n- -Sodalésung 
ausgezogen. Wegen der starken Neigung zur Emulsionsbildung betrug dis 
Extraktionsfliissigkeit im ganzen 1200 ccm. Der Sodaauszug wurde auf dem 
Dampfbad vom gelésten Ather vorsichtig befreit und bildete nach dem Ey. 
kalten eine dicke Seifenlésung. Durch vorsichtiges Ansiuern der Seifen. 
lésung unter Gasolin wurde die Fettsiiure entfernt (8,5 g). Unter dem Gasoliy 


blieb ein schmieriger Riickstand zuriick, in dem Lithocholsiure angereicher 


war (0,9 g nach dem Trocknen). Die so erhaltene Rohsiure wurde als 
Na-Salz aus Alkohol gereinigt. Dann wurde das im heiBen Wasser suspen. 
dierte Na-Salz mit HCl zerlegt. Nach dem Absaugen und Trocknen wurde 
die Siiure aus Essigester 3mal umkrystallisiert (0,4 g). Schéne flache Prismen, 
Schmelzp. 186°. Die hier isolierte Siiure, die mit dem reinsten Priiparat 
vou Lithocholsiure (Schmelzp. 186°) gemischt wurde, zeigte keine Schmelz. 
punktsdepression. Liebermannsche Farbreaktion der isolierten Siure war 
negativ, auch beim Kontrollpriparat. 
4,655 mg Subst.: 13,080 mg CO,, 4,43 mg H,O”*). 
C,,H,,0, (356) Ber. C 76,53 4H 10,71 Gef. C 76,63 H 10,65, 
Spezifische Drehung, 115,45, 136,75 mg Subst. in je 5 cem 90°/,igem 
Alkohol gelost. 
1dm-Rohr. o« =+0,777°, +0,925% [a]?! = + 33,65°, [o]}° = + 33,82". 
Zum Vergleich: Angabe der spezifischen Drehung der Lithocholsiure, 
[a]2° = + 32,14° (H. Fischer), [a]}*° = + 23,339 (Wieland u. Weyland) 


Die hier isolierte Siure wurde mit Chromsiiure oxydiert. Das Oxy- 
dationsprodukt wurde zuerst als Na-Salz aus Alkohol gereinigt und dan 
aus Ather-Gasolin umkrystallisiert. Schmelzp. 188° auch bei Mischprobe 
mit 3-Keto-cholansiure (Schmelzp. 138°), die zum Vergleich aus Lithochol- 
siure mit Chromsiiure dargestellt wurde. 


An dieser Stelle méchte ich Herrn Prof. M. Nagayo, dem Prisi- 
denten der Gesellschaft, und Herrn Prof. T. Sasaki, Direktor des Institutes, 
fiir ihre freundliche Unterstiitzung bestens danken. Auch Herrn Dr. C. Sone 


im Kitasato-Institut bin ich fir die Ausfiihrung der Analysen zu grofem 


mal Vv pe. 


*) Die Mikroanalyse wurde yon Dr. C. Sone ausgefiihrt. 
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| feinen Nadelehen vom Schmelzp, 304° (Mikro). 


Uber das Uroporphyrin bei akuter Hamatoporphyrie. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


Elisabeth Mertens. 





t aa $ iv~ 
(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Hansischen Universitét, Hamburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Januar 1936.) 








Durch Zuweisung von Untersuchungsmaterial seitens der Neuro- 
logischen Klinik (durch die Herren Prof. Pette und Dr. Bingel) erhielten 


wir die Gelegenheit, Untersuchungen an einem weiteren Falle von Himato- 


porphyrie (mit Polyneuritis) anzustellen. Der Harn enthielt neben einer 
vermehrten Menge an Koproporphyrin ziemlich viel Uroporphyrin, das in 
manchen, seiner Eigenschaften von dem Uroporphyrin des bekannten Falles 
Petry abhieSt Gh 

Wiihrend durch H. Fischers Porphyrinsynthesen gezeigt wurde, daB 
das Uroporphyrin Petry der Isomerenreihe I angehért, ist das zur Reihe 
des Blutfarbstoffs gehérende Uroporphyrin III bisher noch nicht synthetisch 
dargestellt worden. Da aber in der Literatur einzelne iltere Angaben 
vorliegen iiber das Vorkommen eines Uroporphyrins mit abweichendem 
Schmelzpunkt, in neuester Zeit tiber Befunde von Uroporphyrin mit anderen 
Léslichkeitsverhiltnissen und abweichender p,-Fluorescenzkurve, schien es 
erwiinscht, bei unserem Fall festzustellen, welches der isomeren Uropor- 
phyrine vorliegt. 

Der Stoff wurde mit Ausnahme der ersten Zeit ganz iiberwiegend als 
Porphyrinogen ausgeschieden; die Gesamtmengen beliefen sich anfangs auf 
100 mg am Tag und dariiber. Zur Gewinnung des Uroporphyrins wurde 
die Eisessigfillung angewendet; nach entsprechender Reinigung wurde das 
Uroporphyrin als Methylester in feinen, vielfach zu Biischeln vereinigten 
Nadeln krystallisiert erhalten. Nach vielfachem Umkrystallisieren liegt der 
Schmelzpunkt des Esters bei 258° (Mikro). Die Elementaranalyse stimmt 
auf den Oktamethylester des Uroporphyrins. 


5,438, 5,288 mg Subst.: 12,065, 11,700 mg CO,, 2,760, 2,690 mg H,O, 
0,080, 0,012 mg Riickstand. — 3,138, 3,300 mg Subst.: 0,172 (22°, 747 mm), 
0,182 (21°, 747 mm) cem N. — 3,571, 3,429 mg Subst.: 6,905, 6,605 mg AgJ. 

C,.H,,0,,.N, Ber. C 61,18 H5,77 N 5,95 OCH, 26,33 
Get ,, 8t =, 5,74_—sé=i;, «6,26 » 25,51. 


Die Kupferverbindung des Oktamethylesters krystallisierte in sehr | 
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II Elisabeth Mertens, Uroporphyrin bei akuter Hiimatoporphyrie. 


Das vorliegende Uroporphyrin zeigt die in neuester Zeit mehrfach 
erwihnte Léslichkeit in Essigsiure (Optimum bei 70°/, Essigsiure) und in 
Essigester. 

Aus den Mutterlaugen des Oktamethylesters krystallisierte ein Uro. 
porphyrin, das auch nach mehrfachem Umkrystallisieren einen Schmelz. 
punkt von nur 240° (Mikro) zeigt. Dieser Ester ist gut léslich in Methanol, 

Um feststellen zu kénnen, welcher Isomerenreihe unser Uroporphyrin 
angehért, wurde es nach H. Fischer zum Koproporphyrin decarboxyliert 
durch Erhitzen mit Salzsiure unter Druck. Das Reaktionsprodukt hat die 
Eigenschaften des Koproporphyrin III’), nimlich den von H. Fischer 
beobachteten ,,doppelten Schmelzpunkt“ (142°, 172°) bei sehr geringer 
Krystallisationsfreudigkeit. Die zugehérige Kupferverbindung krystallisierte 
gut; Schmelzp. 200° (Mikro). 

Die Tatsache, daB das Uroporphyrin zum Koproporphyrin III ab. 
zubauen ist, 14Bt nach H. Fischers Erfahrungen den Schlu8 zu, daB das 
Uroporphyrin des vorliegenden Falles das Uroporphyrin III ist. 

Die Versuche zur Aufstellung der p;,-Fluorescenzkurven des Uropor- 
phyrins und des daraus gewonnenen Koproporphyrins sind noch nicht 
abgeschlossen. 

Das neben dem Uroporphyrin im Harn vorkommende Koproporphyrin 
wurde in Mengen bis zu 1 mg pro Tag ausgeschieden. Das Serum enthiilt 
Spuren Porphyrin. 


| i \ 
ean® | 


en 
1) Das Porphyrin eines Falles yon akuter Bleivergiftung durch Ein- 
nahme von Bleioxyd, mit degser eo a ich beschiftigt bin, verhiit 
sich, soweit sich bislang beurteilen liBt ebgnfalls wie Koproporphyrin Ii, 
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Anschrifi fir Sendungen: 
Professor Dr. F. Knoop, Tiibingen, Physiologisch-chem, 
Institut, Gmelinsir. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig C 1, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstrafe 16. 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrigliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemifi auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafite Schriftsdtze ermiglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifwng als: schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


Rich. Kuhn und H. Rudy; B.Flaschentriger und K. Bernhard; 
H. v. Euler und E. Adler; E. Adler und H. Michaelis; N. Das; 
Wilh. Dirscherl(2); Tayei Shimizu und Taro Kazuno; Thekla Roh- 
leder; Adolf Haase; Felix Haurowitz; W. Kutscher und Alfr. 
Worner; Hans von Euler und G. Giinther; Georg Barkan; 
W. Koschara; Martin Schenck. 





Fiir die hdufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen : 


Diese Z. = Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 

Arch. f. exper. Path. == (N ee ee Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

Ber. chem. Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. =: Biochemische Zeitschrift. 

Biochemic. J. == Biochemical Journal. 

Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull, Soc. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 

C. r. Acad. Sci. == Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

Helvet. chim. Acta == Helvetica Chimica Acta. 

J. Amer. Chem. Soc. == Journal American Chemical Society. 

J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 

J. of Biol. Chem. == Journal of Biological Chewietry.. 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem. == Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Pfliigers Arch. == Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 

Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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tinoide. — B. Enzymatische Hydrolysen. — 1, Proteasen. — 2. Carbo- 
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biologische Wasserstoffaktivierung. —- Die Dehydrasen. — Die biolo- 
gische Dehydrierung. — Akzeptormethodik. — Die Oxydations-Reduk- 
tions-Potentiale. —- 2. Schwermetallhaltige Oxydationsfermente. — 
3. Die Glykolyse. — Die alkoholische Gdrung. — Die tierische Glykolyse, 
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